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O.D. Optische Dichte 
OEP „Overlap extension PCR“ 
ORF open reading frame (offener Leserahmen) 
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A Ala Alanin M Met Methionin 
C Cys Cystein N Asn Asparagin 
D Asp Asparaginsäure P Pro Prolin 
E Glu Glutaminsäure Q Gln Glutamin 
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin 
G Gly Glycin S Ser Serin 
H His Histidin T Thr Threonin 
I Ile Isoleucin V Val Valin 
K Lys Lysin W Trp Tryptophan 





in Saccharomyces cerevisiae:  ERO1  Wildtyp-Gen 
 ero1 Mutantenallel 
 ∆ero1 Deletion des Gens (Nullmutation) 
 Ero1p Genprodukt (Protein) 
   
in Schizosaccharomyces pombe: cnx1+ Wildtyp-Gen 
 cnx1- Mutantenallel 
 ∆cnx1  Deletion des Gens (Nullmutation) 
 Cnx1p  Genprodukt (Protein) 
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1 Zusammenfassung 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der genetischen Optimierung der Spalthefe S. 
pombe für die biotechnologische Produktion von Fremdproteinen. Hierbei werden vor allem 
zwei Aspekte näher untersucht, zum einen die Stabilität des zu produzierenden Proteins und 
zum anderen die Bildung von Disulfidbrücken.  
Von anderen Organismen ist bekannt, dass die N-terminale AS im Verbund mit einem Lysinrest 
ein Protein destabilisieren kann. Das Modellprotein vVEGF besitzt an Position 2 einen 
Lysinrest (K2) und damit ein Hauptmerkmal eines derartigen Destabilisierungselementes. Falls 
das Protein dem Ubiquitin-vermittelten Abbau unterliegt, ist es wahrscheinlich, dass K2 eine 
essenzielle Rolle für die Stabilität dieses Proteins spielt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass K2 in S. cerevisiae destabilisierend wirkt, während es in S. pombe keinen 
destabilisierenden Effekt hat. Dieses Ergebnis spricht dafür, dass es Unterschiede im Ubiquitin-
vermittelten Abbau von Proteinen in diesen beiden Hefen gibt. 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Analyse und Optimierung der Bildung von 
Disulfidbrücken in S. pombe. Disulfidbrücken stellen eines der wichtigsten Elemente der 
korrekten Proteinfaltung dar und werden in Eukaryonten vorwiegend im oxidierenden Milieu 
des ER in das naszierende Protein eingeführt. Aus diesem Grunde wurden Proteindisulfid-
isomerasen (PDIs) und ER-oxidoreduktin (Ero)-ähnliche Proteine, die die Schlüssel-
komponenten der Bildung von Disulfidbrücken in Eukaryonten darstellen, näher untersucht.  
In S. pombe finden sich insgesamt drei PDI-Homologe (SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p) sowie 
zwei Ero-Homologe (SpEro1a p und SpEro1b p). Mit Ausnahme des nicht glycosylierten 
SpPdi2p, sind alle Proteine Membran-assoziierte glycosylierte Komponenten des ER. SpPdi2p 
und SpPdi3p sowie SpEro1a p und SpEro1b p liegen in vivo teilweise in oxidiertem Zustand 
vor. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass SpEro1b p, nicht jedoch SpEro1a p in der Lage 
ist, die temperatursensitive S. cerevisiae ero1-1-Mutante funktionell zu komplementieren. 
Interessanterweise ergab die Untersuchung konservierter Cysteine mittels gerichteter 
Mutagenese einerseits Unterschiede zwischen SpEro1a p und SpEro1b p sowie andererseits 
zwischen den S. pombe Ero-Proteinen und den Ero-Proteinen anderer Spezies. 
Im Gegensatz zu Ero1b p wird Ero1a p durch reduzierenden Stress und Hitzestress induziert. 
Dies deutet darauf hin, dass SpEro1b p für die Bildung von Disulfidbrücken unter normalen 
Wachstumsbedingungen nötig ist, während SpEro1a p vornehmlich bei der Adaption der Zellen 
an Stressbedingungen erforderlich ist. 
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Abschließend konnte gezeigt werden, dass die gesteigerte Expression von SpEro1a p und 
SpEro1b p zu einer deutlich erhöhten Ausbeute des disulfidhaltigen heterologen Proteins 
Orf19p-HA führt. Dieser Befund impliziert, dass in S. pombe die Oxidation der Disulfidbrücken 
für die Faltung von Proteinen vermutlich limitierend ist. 
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2 Einleitung 
2.1 Heterologe Expression 
Die Herstellung von Fremdproteinen („heterologe Genexpression“) ist eines der wichtigsten 
Felder der modernen Biotechnologie. Dabei werden mittels gentechnischer Verfahren die Gene 
der interessierenden Proteine isoliert, kloniert und in einen geeigneten Wirtsorganismus zu 
Expressionszwecken eingeschleust. Auf diese Weise gelingt es Proteine, die natürlicherweise 
nur in Spuren vorkommen oder das Risiko kontaminierender Substanzen im gewonnenen 
Proteinisolat beinhalten, in technologisch nutzbaren Mengen herzustellen. In aller Regel können 
damit die Produktionskosten für die Herstellung von Proteinpräparaten gegenüber der 
konventionellen Isolation aus traditionellen Quellen deutlich gesenkt werden. Gleichzeitig 
erweist sich diese Vorgehensweise als ressourcenschonend, insbesondere wenn es sich bei den 
verwendeten Wirtsorganismen um einfach kultivierbare Mikroorganismen wie Bakterien und 
Hefen handelt. 
Eine Vielzahl biotechnologisch hergestellter Proteine wird für medizinische bzw. 
pharmazeutische Zwecke eingesetzt. Oft handelt es sich dabei um Proteine, die natürlicherweise 
aus den Zellen herausgeschleust (sezerniert) werden und außerhalb der Zelle wirken. 
Andererseits ist auch die Ausschleusung intrazellulärer Proteine von Interesse, da diese 
Vorgehensweise eine Reihe von Vorteilen aufweist. Zum einen ist bei der Gewinnung des 
heterologen Proteins kein Zellaufschluss notwendig. Weiterhin ist die mögliche Toxizität des 
Produktes für die Wirtszelle von geringerer Bedeutung und darüber hinaus wird die 
Aufreinigung des Proteins erleichtert, da sich im Kulturmedium weniger kontaminierende 
Proteine befinden. Der Prozess der Ausschleusung von Proteinen ist eng mit deren Synthese in 
intrazellulären Membransystemen (Endoplasmatisches Retikulum (ER) und Golgi-Apparat) 
gekoppelt. In der Regel erfahren die sezernierten Proteine auf ihrem Weg zur äußeren 
Zellmembran eine Reihe von typischen Modifikationen, welche in vielen Fällen für die Struktur 
und/oder die Funktion der Proteine essenziell sind. 
Jedes Expressionssystem hat seine eigenen Charakteristika. Daher ist es notwendig die Vor- und 
Nachteile der entsprechenden Systeme zu kennen und aufgrund des interessierenden 
Genprodukts, der zu produzierenden Menge und dem Verwendungszweck eine Auswahl zu 
treffen. Im Vergleich zu Hefen oder Säugerzellen liegen die Hauptnachteile der Expression in 
E. coli in dessen Unfähigkeit bestimmte post-translationale Modifikationen, wie sie in 
Eukaryonten gefunden werden, durchzuführen; dem Fehlen einer hocheffizienten 
Sekretionsmaschinerie für das Ausschleusen von Fremdproteinen ins Kulturmedium, der 
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limitierten Kapazität zur Disulfidbrückenbildung sowie der Ausbildung von „inclusion bodies“ 
(Makrides, 1996). Dagegen können die einfache genetische Manipulation sowie die geringen 
Produktionskosten von prokaryontischen Systemen als vorteilhaft angesehen werden. Im 
Gegensatz dazu können die oben genannten Probleme bei der Verwendung von Säugerzellen als 
Wirt umgangen werden, jedoch sind hier genetische Manipulationen komplizierter und die 
Ausbeuten geringer, was zu erheblich höheren Produktionskosten führt. Ein weiterer Nachteil 
der Verwendung von Säugerzellen ist die Gefahr der Freisetzung von Viren. Die Nutzung von 
Hefen als heterologe Expressionssysteme stellt daher eine gute Alternative dar. Die 
molekularbiologische Forschung an Hefen ist gut entwickelt, Hefen sind gentechnisch leicht 
manipulierbar und die Kultivierung ist preiswert. Seit langem werden Hefen für die 
Lebensmittelherstellung genutzt. Sie sind frei von Endotoxinen und daher als sicher 
einzustufen. 
Saccharomyces (S.) cerevisiae gilt als konventioneller Wirt für die Produktion von 
Fremdproteinen für Forschung, Industrie und medizinische Zwecke. Da die Ausbeute an Protein 
in S. cerevisiae im Allgemeinen gering ist (Buckholz and Gleeson, 1991), könnten Hefen wie 
die Pichia (P.) pastoris, Hansenula (H.) polymorpha, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica 
und Schizosaccharomyces (S.) pombe als alternative Wirtsorganismen dienen (Romanos et al., 
1992; Gellissen and Hollenberg, 1997; Reiländer and Weiss, 1998; Cereghino and Cregg, 2000; 
Gellissen, 2000). Der Vergleich der 18 S rRNA innerhalb der Familie der Ascomyceten zeigt, 
dass sich S. pombe sehr früh von den Sprosshefen wie S. cerevisiae, Candida albicans, P. 
pastoris und H. polymorpha, sowie den filamentösen Ascomyceten wie z.B. Neurospora, 
Penicillium and Aspergillus (Kurtzman and Robnett, 1991; Bruns et al., 1992; Nishida and 
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Abb. 1 Phylogenetischer Stammbaum der Pilze 
Dargestellt ist die Verwandtschaft ausgewählter Modellpilze, basierend auf aktuellen Untersuchungen (Berbee and 
Taylor, 2001; James et al., 2000). Die Länge der Zweige ist nicht proportional zur Zeit. Die Zeiten der 
Abspaltungen sind in „vor Millionen Jahren“ (millions of years ago (Mya) ) ± Standardfehler angegeben. (Abb. aus 
Hedges, 2002) 
 
Obwohl S. pombe zu den Hefen gehört, hat sie viele Eigenschaften, die sich von denen von S. 
cerevisiae unterscheiden. S. pombe kann daher als einzigartige Hefe betrachtet werden, die 
einige Charakteristika ähnlich wie Säugerzellen aufweist. Aus diesem Grunde ist die Spalthefe 
ein informatives eukaryontisches Modellsystem für molekularbiologische Studien. Außerdem 
gibt es viel versprechende biotechnologische Einsatzfelder von S. pombe wie die heterologe 
eukaryontische Genexpression, da sie fremde Genprodukte herstellen könnte, die eher ihren 
authentischen Formen entsprechen. 
Für die Verwendung von S. pombe als heterologes Expressionssystem wurden in dieser Arbeit 
vor allem zwei Aspekte näher untersucht. Zum einen die Frage der Stabilität des zu 
produzierenden Proteins. Von anderen Organismen ist bekannt, dass die N-terminale AS 
destabilisierende Eigenschaften aufweisen kann. Untersuchungen zu diesem, als N-Degron 
bezeichneten Destabilisierungselement fehlen in S. pombe weitgehend. Aus diesem Grunde soll 
an dem Modellprotein VEGF die Frage abgeklärt werden, ob es ein sog. N-Degron ähnlich wie 
in S. cerevisiae gibt. 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag jedoch auf der Analyse und Optimierung der Bildung von 
Disulfidbrücken in S. pombe, um diese zur biotechnologischen Herstellung von heterologen 
disulfidhaltigen (viralen) Proteinen zu nutzen. Disulfidbrücken stellen eines der wichtigsten 
Elemente einer korrekten Proteinfaltung in Eukaryonten dar und werden über spezifische 
Protein-Protein-Interaktionen im oxidierenden Milieu des ER in das naszierende Protein 
eingeführt. Bei der heterologen Bildung eines Proteins muss gewährleistet sein, dass es zur 
korrekten Ausbildung von Disulfidbrücken kommt. Weiterhin ist es für die Überproduktion von 
Fremdproteinen wichtig, Informationen über die Kapazität der Disulfidbrückenbildung und -
kontrolle zu haben. Die Kenntnis der Enzyme, welche in die Bildung von Disulfidbrücken 
involviert sind, ist daher eine wichtige Voraussetzung, um die Synthese von korrekt gefalteten 
heterologen Proteinen zu optimieren. 
 
2.2 Proteinreifung und Qualitätskontrolle 
Proteine, die für den extrazellulären Raum oder die Organelle des vakuolären Systems bestimmt 
sind, translozieren in das ER, in dem sie in nacheinander oder gleichzeitig ablaufenden 
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Schritten diverse post-translationale Modifikationen, wie z.B. Faltung, Assemblierung, 
Glycosylierung und Deglycosylierung sowie Bildung und Umordnung von Disulfidbrücken, 
durchlaufen (Hammond and Helenius, 1995; Hong, 1998). Diese Reaktionen werden von 
löslichen und Membran gebundenen ER residenten Proteinen wie z.B. BiP (Haas and Wabl, 
1983; Munro and Pelham, 1986), Calreticulin, Calnexin (Michalak et al., 1992; Helenius, 
1994), und Proteindisulfidisomerase (PDI, Noiva and Lennarz, 1992; Freedman et al., 1994) 
begleitet, die sowohl als Chaperons fungieren als auch Teil eines stringenten 
Qualitätskontrollsystems sind (Ellgaard et al., 1999). Das Qualitätskontrollsystem erlaubt 
lediglich den Proteinen, die erfolgreich ihre Faltung und Assemblierung abgeschlossen haben, 
den Weitertransport zum Golgi. Proteine, die diese Kriterien nicht erfüllen, werden selektiv 
zurückgehalten und schließlich über die ER Membran disloziert, um von cytosolischen 
Proteasomen degradiert zu werden. Diese Prozesse werden von einer Vielzahl ER-residenter 
Enzyme und Chaperons reguliert (Gething and Sambrook, 1992; Helenius et al., 1992; Jakob et 
al., 1998a; Jakob et al., 1998b; Fassio and Sitia, 2002). 
 
2.2.1 Selektive Zurückhaltung von Faltungsintermediaten im ER 
Sobald Proteine über die ER-Membran translozieren, werden sie durch den en bloc Transfer 
eines bereits assemblierten, Lipid-verknüpften Oligosaccharids (Glc3Man9GlcNAc2) auf einen 
Asparaginrest in dem Motiv Asn-X-Ser/Thr (X darf jede beliebige AS mit Ausnahme von Pro 
sein) modifiziert. Diese Reaktion sowie die Assemblierung des Oligosaccharidpräcursors 
scheinen von Hefe bis zum Menschen hoch konserviert zu sein (Kornfeld and Kornfeld, 1985; 
Roth, 1995; Burda and Aebi, 1999). Sofort nach dem Zuckertransfer vom Dolicholdiphosphat 
auf einen Asparaginrest werden die beiden äußersten der insgesamt drei Glucosereste dieses N-
verknüpften Glycans durch die Glucosidasen I und II abgespalten (Kornfeld, 1978; Hubbard and 
Robbins, 1979; Burns and Touster, 1982; Brada and Dubach, 1984; Jakob et al., 1998a). 
In Säugerzellen führt die Exposition des innersten Glucoserestes zur transienten Bindung des 
monoglucosylierten Proteins an Calnexin und Calreticulin (Ware et al., 1995; Spiro et al., 1996; 
Patil et al., 2000), wodurch Proteinaggregation und vorzeitiger Proteinabbau verhindert werden 
(Hammond et al., 1994; Kearse et al., 1994; Hebert et al., 1995; Peterson et al., 1995; Zapun et 
al., 1997; Danilczyk et al., 2000). Enthalten die Glycoproteine Cysteinreste, werden durch die 
Thiol-oxidoreductase ERp57 transient gemischte Disulfide gebildet. ERp57 ist ein Mitglied der 
PDI Familie, das spezifisch mit Calnexin, Calreticulin und monoglucosylierten Glycoproteinen 
interagiert und als Disulfidisomerase fungiert. Wird der verbliebene innerste Glucoserest durch 
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Glucosidase II abgespalten, dissoziiert der Calnexin/Calreticulin-ERp57-Komplex von dem 
Protein, das nun die Kohlehydratstruktur Man9GlcNAc2 trägt. Ist das Glycoprotein noch nicht 
korrekt gefaltet, wird das N-Glycan an der gleichen Position durch UDP-Glucose-
Glucosyltransferase (UGGT), das lediglich Proteine mit nicht-nativer Konformation erkennt, 
reglucosyliert (Suh et al., 1989; Sousa et al., 1992; Sousa and Parodi, 1995; Fernandez et al., 
1998). Somit wird das Protein erneut Substrat für Calnexin und Calreticulin (Hammond et al., 
1994; Labriola et al., 1995). Mit diesem Mechanismus wird verhindert, dass inkorrekt gefaltete 
Proteine das ER verlassen. Wenn dieser Zyklus aufgrund der Unfähigkeit des Glycoproteins 
seine finale native Konformation zu erreichen, fortgeführt wird, spaltet Mannosidase I, ein 
langsam agierendes Enzym, die α-1,2-verknüpfte Mannose aus dem mittleren Zweig. Das 
resultierende Glycan mit der Struktur Man8GlcNAc2 wird durch ein spezifisches Lectin erkannt 
bzw. als reglucosylierte Form (Glc1Man8GlcNAc2) des Proteins von Calnexin freigesetzt und 
schließlich dem Abbau zugeführt (Cabral et al., 2001).  
Auch in S. cerevisiae wurde ein Qualitätskontrollsystem, das den Mechanismen in Säugerzellen 
sehr ähnlich ist, identifiziert. Da hier jedoch bisher keine Glucosyltransferase, die die N-
Glycane reglucosylieren könnte, gefunden wurde, geht man derzeit davon aus, dass die 
Spaltungen durch die Glucosidasen I und II, sowie später durch eine α-1,2 Mannosidase als 
Zeitgeber für die Faltung agieren. Nach Ablauf dieser Zeit werden missgefaltete Proteine 
vermutlich von dem Lectin-ähnlichen Protein Htm1/Mnl1p, das Glycane der Struktur 
Man8GlcNAc2 bindet, dem Abbau zugeführt (Hosokawa et al., 2001; Jakob et al., 2001; 
Nakatsukasa et al., 2001). 
Es ist derzeit noch nicht klar, wo die Deglycosylierung, die der Polyubiquitinylierung und dem 
proteasomalen Abbau vorausgeht, stattfindet. Während einige Autoren davon ausgehen, dass 
dieser Prozess im Cytoplasma stattfindet (Hiller et al., 1996; Wiertz et al., 1996; de Virgilio et 
al., 1998) weisen die Beobachtungen anderer Autoren eher auf Deglycosylierung im Lumen des 
ER hin (Moore and Spiro, 1994; Weng and Spiro, 1997; Spiro and Spiro, 2001). 
 
2.2.2 „Unfolded Protein Response“ (UPR) 
Um eine effiziente Proteinfaltungsmaschinerie im ER zu etablieren, muss die Synthese seiner 
einzelnen Bestandteile präzise und koordiniert reguliert werden. Dass dies in der Tat der Fall 
ist, wird während der sogenannten „unfolded protein response“ (UPR) offenkundig. 
Dieser hoch konservierte Stoffwechselweg überwacht die Menge an ungefaltetem Protein im 
ER (McMillan et al., 1994; Shamu et al., 1994) und induziert die Synthese von ER Chaperons 
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und Enzymen, wenn es im ER zur Akkumulation von inkorrekt gefalteten Proteinen kommt. 
Die UPR kann durch Agenzien, die die Funktionen des ER stören, induziert werden. So 
verhindern beispielsweise reduzierende Agenzien wie 2-Mercaptoethanol, DTT und 
Tributylphosphin die Ausbildung von Disulfidbrücken, während Substanzen wie Tunicamycin 
und 2-Desoxyglucose sowie Glucosemangel mit der Glycosylierung interferieren. Darüber 
hinaus führt die Überexpression von Mutantenproteinen, die nicht korrekt gefaltet werden 
(Shamu et al., 1994), und Schwermetalle, die ebenfalls Missfaltungen von Proteinen 
verursachen (Kaufman, 1999), zur Induktion der UPR.  
Auch durch andere Stressarten, die die Funktion des ER beeinträchtigen, jedoch nicht direkt zur 
Akkumulation von missgefalteten Proteinen führen, kann die UPR induziert werden. So 
aktivieren z.B. die Blockierung des ER-zu-Golgi Transportes (Liu et al., 1992), die 
Verminderung des Ca2+-Gehaltes im ER (Drummond et al., 1987; Li et al., 1993) sowie die 
Inhibierung des Proteinabbaus (Bush et al., 1997) die UPR. 
In der Hefe S. cerevisiae agiert die transmembrane Proteinkinase Ire1p als Sensor für 
ungefaltete Proteine (Cox et al., 1993; Mori et al., 1993). Wenn derartige Proteine in ER 
akkumulieren wird Ire1p durch Autophosphorylierung aktiviert (Shamu and Walter, 1996). 
Aktiviertes Ire1p katalysiert die Spliceosom-unabhängige Prozessierung des HAC1 Transkripts 
(Sidrauski and Walter, 1997), was zur Produktion des Transkriptionsfaktors Hac1p führt. Hac1p 
induziert die Expression von Genen, die ein sog. UPR-Element in ihrem Promotor besitzen Cox 
and Walter, 1996. DNA Microarray Experimente in S. cerevisiae zeigen, dass die Transkription 
von ca. 380 Genen im Rahmen der UPR induziert wird (Travers et al., 2000). Darunter befinden 
sich 103 Gene, deren Genprodukte in die Sekretion oder die Biogenese von sekretorischer 
Organelle involviert sind, wie z.B. Gene für ER-residente Chaperons und Foldasen. 
Interessanterweise wurde auch die Expression von Proteinen, die eine Rolle für die 
Translokation, Prozessierung von Polypeptiden, Proteinabbau, „vesicle trafficking“ und 
Lipidbiosynthese sowie vacuoläre Proteinsortierung spielen, induziert. Dies impliziert, dass die 
UPR einerseits zur Steigerung der Sekretion durch verstärkte Faltung von inkorrekt gefalteten 
Proteinen führt und andererseits zur Reduzierung von falsch gefalteten Proteinen durch 
Aktivierung von ER assoziiertem Abbau (ERAD, ER associated degradation) beiträgt (Travers 
et al., 2000). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass unter Stressbedingungen für das ER die 
Expression von Proteinen, die an der Zellwandbiogenese, der Proteinsekretion sowie der 
Prozessierung im ER beteiligt sind, induziert werden (Gasch et al., 2000). 
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In Säugerzellen ist die Aktivierung der UPR ein wesentlich komplexerer Vorgang als in S. 
cerevisiae. Bisher wurden zwei Ire1p Homologe, Ire1α und Ire1β (Tirasophon et al., 1998; 
Wang et al., 1998), sowie zwei weitere UPR-Sensoren, nämlich die PKR-ähnliche ER Kinase 
(PERK, Shi et al., 1998; Harding et al., 1999; Liu et al., 2000) und der aktivierende 
Transkriptionsfaktor 6 (ATF6, Haze et al., 1999), identifiziert. 
 
2.2.3 „ER Associated Degradation“ (ERAD) 
Gelingt es der UPR nicht, der Akkumulation von inkorrekt gefalteten Proteinen 
entgegenzuwirken, induziert sie den Abbau dieser Proteine durch ER assoziierten Abbau 
(McCracken and Brodsky, 1996; Brodsky et al., 1999; Plemper and Wolf, 1999).  
ERAD beinhaltet drei Schritte: (a) Erkennung von nicht korrekt gefalteten Proteinen; (b) Export 
dieser Proteine durch die Translokationspore in das Cytosol (“Retrotranslokation”); und (c) 
Ubiquitinylierung und Abbau im Proteasom (Übersicht in Brodsky and McCracken, 1999; 
Plemper and Wolf, 1999). 
Beobachtungen diverser Autoren implizieren, dass die gleichen molekularen Chaperons, die in 
die Proteinfaltung im ER involviert sind, auch eine Rolle bei der Entfernung von ERAD 
Substraten spielen. Missgefaltete Proteine exponieren vermutlich bestimmte Strukturmotive 
(Wileman et al., 1990; Schmitz et al., 1995; Skowronek et al., 1998) oder hydrophobe 
Bereiche, die die Interaktion mit Chaperons verlängern können und ihren Abbau auslösen. In 
Übereinstimmung mit diesem Modell werden die Chaperons BiP (Plemper et al., 1997; Brodsky 
et al., 1999), Calnexin (McCracken and Brodsky, 1996) und PDI (Gillece et al., 1999) für den 
Abbau einiger ERAD-Substrate in S. cerevisiae benötigt. Darüber hinaus interagieren Scj1p und 
Jem1p, zwei lumenale Hsp40 Homologe in S. cerevisiae, mit BiP (Schlenstedt et al., 1995; 
Nishikawa and Endo, 1997) und helfen, die Aggregation von missgefalteten Proteinen vor deren 
Retrotranslokation zu verhindern (Nishikawa et al., 2001). Biochemische Studien legen nahe, 
dass Calnexin in Säugern die Aggregation von ungefalteten (und unglycosylierten) Proteinen 
verhindert (Ihara et al., 1999).  
Der Transport von ERAD Substraten erfolgt durch Retrotranslokation (oder Dislokation) über 
die Sec61p Translokationspore. Mehrere Studien sprechen dafür, dass BiP missgefaltete 
Proteine dem Sec61p-Kanal zuführt (Knittler et al., 1995; Schmitz et al., 1995; Skowronek et 
al., 1998; Brodsky et al., 1999) und möglicherweise der Pore bei der Regulation des 
entgegengesetzten Transfers hilft (Hamman et al., 1998; Plemper and Wolf, 1999). Gillece et 
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al. schlagen vor, dass PDI eine Rolle bei der Zuführung eines ERAD-Substrats zu BiP an der 
Translokationspore spielt (Gillece et al., 1999). 
Die Mechanismen, die den Export und den Abbau von Transmembranproteinen aus dem ER 
regeln, könnten sich von denen, die ERAD von löslichen Proteinen kontrollieren, 
unterscheiden. ERAD Substrate werden im Cytoplasma im Rahmen des Ubiquitin-vermittelten 
Proteinabbaus von Proteasomen degradiert (Sommer and Jentsch, 1993; Jensen et al., 1995; 
Biederer et al., 1996; Hampton et al., 1996; Hiller et al., 1996; Oda et al., 1996; Qu et al., 1996; 
Werner et al., 1996; Wiertz et al., 1996).  
 
2.2.4 Ubiquitin-vermittelter Proteinabbau 
Ubiquitin-vermittelter Proteinabbau von regulatorischen Proteinen spielt eine wichtige Rolle bei 
der Kontrolle vieler Prozesse, wie beispielsweise im Zellzyklus, in Signaltransduktionswegen, 
bei der transkriptionellen Regulation oder der Endocytose. Auch im Rahmen der Entwicklung, 
der Immunantwort sowie beim Programmierten Zelltod kommt der Ubiquitin-vermittelten 
Proteolyse eine wichtige Bedeutung zu. Darüber hinaus wird dieser Mechanismus zum Abbau 
von ERAD-Substraten genutzt. 
Beim Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau werden Proteine durch kovalente Ligation an 
Ubiquitin markiert. Im Anschluss an die Verknüpfung von Ubiquitin an ein Substratprotein 
wird in der Regel eine Multiubiquitinkette ausgebildet, in der der C-Terminus jeder 
Ubiquitineinheit mit einem spezifischen Lysinrest des vorhergehenden Ubiquitins verknüpft 
wird (Hershko and Ciechanover, 1992; Ciechanover, 1994). 
Proteine, die durch derartige Multiubiquitinketten markiert sind, werden durch das 26S 
Proteasom abgebaut (Coux et al., 1996). Diese komplexe proteolytische Maschinerie besteht 
aus einer katalytischen zylindrischen 20S Kernstruktur und zwei Kopien des 19S 
regulatorischen Untereinheit, die die 20S Untereinheit „verschließt“ (Wilkinson, 1995; 
Baumeister et al., 1998). ERAD-Substrate werden vor der Interaktion mit dem Proteasom 
deglycosyliert, deubiquitinyliert und entfaltet, um in das Proteasom zu gelangen (Wiertz et al., 
1996; Suzuki et al., 2000; Übersicht in Voges et al., 1999). Die 19S Untereinheit des 
Proteasoms ist ein molekulares Chaperon, das ungefaltete Proteine binden und deren 
Aggregation verhindern kann (Braun et al., 1999; Strickland et al., 2000). Darüber hinaus 
helfen auch andere cytosolische Chaperons wie z.B. Ssa1p (Chirico et al., 1988; Bush and 
Meyer, 1996; McClellan and Brodsky, 2000; Zhang et al., 2001) und Hsp90 (Schneider et al., 
1996; Imamura et al., 1998; Fuller and Cuthbert, 2000; Gusarova et al., 2001) die ERAD 
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Substrate in einem nicht aggregierten Zustand zu halten (Verma et al., 2000). Die Proteolyse 
durch das 26S Proteasom führt zur Freisetzung von kurzen Peptiden und wieder verwendbaren 
Ubiquitineinheiten. 
Ubiquitinylierung ist eine Voraussetzung für den proteasomalen Abbau der meisten (Jensen et 
al., 1995; Ward et al., 1995; Hiller et al., 1996; Biederer et al., 1997; Hampton and Bhakta, 
1997; Loayza et al., 1998; Zhou and Schekman, 1999), jedoch nicht aller ERAD Substrate 
(McGee et al., 1996; Werner et al., 1996; Yu et al., 1997). 
 
2.2.5 ER-Lokalisierung 
Obwohl die Konzentration an lumenalen ER residenten Proteinen sehr hoch ist, Koch (1987) 
schätz sie auf fast 100 mg/ml, werden die meisten dieser Proteine nicht sezerniert und sind im 
Golgi kaum nachweisbar. Diese hoch selektive „steady-state“ Verteilung wird wahrscheinlich 
durch zwei komplementäre Systeme erreicht. Ein System sichert die Zurückhaltung im ER, 
während das andere dafür verantwortlich ist, „Ausreißer“ aus dem Golgi ins ER 
zurückzuführen. ER residente Transmembranproteine werden mit Hilfe bestimmter ER-
Targetingsequenzen, wie dem Cytoplasma-exponierten KKXX und RR oder dem lumenalen 
HDEL (Teasdale and Jackson, 1996) zurückgeführt. Ein Großteil der löslichen ER-residenten 
Proteine zeichnen sich durch das C-terminale Motiv (H/KDEL) aus, das deren Sekretion 
verhindert (Munro and Pelham, 1987; Pelham et al., 1988; Pelham, 1989, 1990). Der 
Rückholmechanismus von löslichen H/KDEL Proteinen wird durch den H/KDEL-Rezeptor 
Erd2p, der selbst ein integrales Membranprotein darstellt, gewährleistet (Lewis et al., 1990; 
Semenza et al., 1990). Verschiedene Autoren konnten zeigen, dass dieser Rückhol-
mechanismus (abgesättigt) überlastet werden kann (Dean and Pelham, 1990; Bu et al., 1997).  
Bisher ist unklar, wie lösliche ER residente Proteine, die keines der bisher bekannten Motive 
besitzen, in ER gehalten werden. Eine Möglichkeit ist die Bildung von Heterooligomeren mit 
H/KDEL-enthaltenden Proteinen (Koivu et al., 1987; Pihlajaniemi et al., 1987; Vuori et al., 
1992; Zhen et al., 1995). Jedoch mehren sich die Anzeichen dafür, dass die ER Lokalisierung 
nicht nur durch Rücktransport aus post-ER-Kompartimenten sichergestellt wird, sondern dass 
auch reine Rückhaltemechanismen existieren. Andersson et al. (1999) konnten zeigen, dass das 
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2.2.6 Disulfidbrückenbildung 
Obwohl die Information, die die Faltung eines Proteins bestimmt, in der Primärsequenz 
enthalten ist, kann die native dreidimensionale Struktur von der korrekten Bildung von einer 
oder mehreren Disulfidbrücken abhängen (Anfinsen et al., 1961; Anfinsen, 1973; Gilbert, 
1990). 
Disulfidbrücken sind kovalente Bindungen, die sich zwischen den Thiolgruppen zweier 
Cysteinreste ausbilden. Sie können innerhalb eines Proteins oder zwischen zwei Proteinen 
gebildet werden und sind selten in intrazellulären Proteinen, häufig jedoch in sezernierten 
Proteinen zu finden. 
Die Disulfidbrückenbildung stellt eine Redoxreaktion dar, bei der die beteiligten Thiole oxidiert 
werden. Diese Reaktion erfordert einen Elektronendonor und einen -akzeptor. In vivo sind 
spezifische katalytische Proteine, die an Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen teilnehmen, in die 
Disulfidbrückenbildung und -isomerisierung involviert. 
 
2.2.6.1 Bildung von Disulfidbrücken in Prokaryonten 
In Bakterien findet die Bildung von Disulfidbrücken im periplasmatischen Raum statt. DsbA, 
ein lösliches Protein, führt Disulfidbrücken direkt in periplasmatische Substratproteine ein und 
wird anschließend durch DsbB, ein integrales Membranprotein, dessen Reoxidation durch die 
Atmungskette erfolgt, in die aktive oxidierte Form regeneriert (Kobayashi et al., 1997; Bader et 
al., 1999; Kobayashi and Ito, 1999). Zusätzlich zum DsbA-DsbB-System verfügen Bakterien 
über ein System, das die Isomerisierung inkorrekt gepaarter Cysteine sicherstellt. Die beiden 
Komponenten dieses Systems sind die Thiol-Disulfid-Oxidoreduktase DsbC und das 
Membranprotein DsbD (Debarbieux and Beckwith, 1999; Fabianek et al., 2000; Ritz and 
Beckwith, 2001; Übersicht in: Collet and Bardwell, 2002; Abb. 2). DsbC katalysiert die 
Isomerisierung durch die Reduktion inkorrekt gepaarter Disulfide. Es ist derzeit noch nicht 
bekannt, ob die vollständige Umordnung der Disulfide von DsbC allein ausgeführt werden kann 
oder aber eines Oxidationsschrittes durch DsbA bedarf. DsbC wird durch den kontinuierlichen 
Fluss von Elektronen von cytoplasmatischem Thioredoxin auf DsbC mit Hilfe des 
Membranproteins DsbD in einem aktiven reduzierten Zustand gehalten (Missiakas et al., 1995; 
Rietsch et al., 1997). Die Übertragung des reduzierenden Potenzials über die cytoplasmatische 
Membran wird durch eine Kaskade von Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen, die zwischen 
Cysteinen in DsbD stattfinden, erleichtert (Katzen and Beckwith, 2000; Krupp et al., 2001; 
Collet et al., 2002). 

















Abb. 2 Proteinoxidation und -isomerisierung in Escherichia coli 
Oxidierende Äquivalente werden im periplasmatischen Raum in Substratproteine durch eine Thiol:Disulfid-
Austauschreaktion mit der löslichen Thiol-Disulfid-Oxidoreduktase DsbA eingeführt. DsbA wird von dem 
Membranprotein DsbB reoxidiert, welches oxidierende Äquivalente von einem Quinon Kofaktor (Q) erhält. 
Elektronen werden letztendlich unter aeroben Bedingungen von Quinon auf Sauerstoff oder unter anaeroben 
Bedingungen durch eine Cytochromoxidase auf Nitrat oder Fumarat übertragen. Umlagerungen von 
Disulfidbrücken werden durch die Thiol-Disulfid-Oxidoreduktase DsbC katalysiert, die durch das Membranprotein 
DsbD in einem reduzierten Status gehalten wird. DsbD wird durch cytoplasmatisches Thioredoxin reduziert, 
welches durch Thioredoxinreductase Elektronen von NADPH erhält (nicht gezeigt). (Abb. aus Sevier and Kaiser, 
2002) 
 
2.2.6.2 Bildung von Disulfidbrücken in Eukaryonten 
Die meisten Proteine einer eukaryontischen Zelle, die sezerniert werden, enthalten 
Disulfidbrücken. Somit muss zum Einen das sekretorische Kompartiment einer eukaryontischen 
Zelle in der Lage sein, Oxidationsreaktionen durchzuführen und zum Anderen über ein 
Kontrollsystem verfügen, das sicherstellt, dass korrekte Disulfidbrücken gebildet werden. 
Die oxidative Proteinfaltung erfolgt im ER (Helenius et al., 1992; Fewell et al., 2001; Sevier 
and Kaiser, 2002) sowie im Intermembranraum von Mitochondrien (J. Herrmann, pers. 
Mitteilung) eukaryontischer Zellen, da hierfür eine geeignete Redoxumgebung notwendig ist. 
Um eine effiziente Disulfidbrückenbildung zu erlauben, muss das Redoxpotenzial des ER 
genau reguliert werden. Unter den stark reduzierenden Bedingungen des Cytosols wird die 
Bildung von Disulfidbrücken kinetisch und thermodynamisch nicht begünstigt (Braakman et 
al., 1992). Ebenso würden exzessive oxidierende Bedingungen zu Missfaltungen aufgrund der 
Ausbildung von inkorrekten intra- und intermolekularen Disulfidbrücken führen (Marquardt et 
al., 1993). Daher muss ein Oxidoreduktasesystem existieren, das ein relativ hohes 
 13 
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Oxidationspotenzial im ER aufrecht erhält, obwohl das ER in einem viel größeren Volumen des 
stark reduzierenden Cytosols eingebettet vorliegt. 
Der Prozess der Bildung von Disulfidbrücken wurde in S. cerevisiae aufgeklärt und legt nahe, 
dass hier im ER eine dem prokaryontischen System ähnliche Kette von Ereignissen stattfindet. 
Proteine gelangen im reduzierten Zustand in das ER und formen, oftmals noch während die 
naszierende Polypeptidkette an das Ribosom gebunden vorliegt, Disulfidbrücken (Chen and 
Helenius, 2000). 
Man geht davon aus, dass die Oxidoreduktase PDI Disulfide in neu synthetisierte Moleküle 
inseriert, da kovalente Komplexe zwischen PDI und Substratproteinen im ER nachgewiesen 
werden können (Reddy et al., 1996; Molinari and Helenius, 1999). 
 
2.2.6.2.1 Proteindisulfidisomerase 
Die ER-residente PDI besitzt sowohl eine Oxidaseaktivität, die Disulfide in ein Protein einführt 
als auch eine Disulfidisomeraseaktivität, welche inkorrekte Disulfidbrücken neu anordnet 
(Freedman et al., 1994; Noiva, 1999, Wilkinson and Gilbert). Wie kann ein Protein sowohl als 
Isomerase als auch als Oxidase agieren? PDI besitzt in ihren aktiven Zentren Cysteinpaare, die 
in CxxC-Motiven (wobei x jede beliebige AS darstellen kann) angeordnet sind. Wenn diese 
Cysteine in der oxidierten Form vorliegen, ist PDI in der Lage diese Disulfide auf ein 
sezerniertes Protein zu übertragen und somit deren Oxidation zu katalysieren. In diesem Falle 
agiert PDI sehr ähnlich der prokaryontischen Oxidase DsbA. 
Liegen die CxxC-Motive der PDI in reduzierter Form vor, können sie inkorrekt gebildete 
Disulfide angreifen, wobei die PDI transient ein gemischtes Disulfid mit einem Protein bildet 
und anschließend die Disulfide wieder auf das Protein überträgt. Hierbei hat sie die Möglichkeit 
eine andere, möglicherweise korrekte Disulfidbrücke in dieses Protein einzuführen 
(Woycechowsky and Raines, 2000). Im letzteren Fall verhält sich die PDI wie die 
prokaryontische Isomerase DsbC. Als Isomerase ist PDI ein echter Katalysator, da sie in die 
Reaktion eintritt und dieselbe in der gleichen Form verlässt. 
Darüber hinaus wurde berichtet, dass PDIs auch Chaperon- und Antichaperonaktivitäten 
aufweisen können (Noiva and Lennarz, 1992; Primm et al., 1996) und möglicherweise in die 
Qualitätskontrolle involviert sind, durch die falsch gefaltete Proteine dem Abbau zugeführt 
werden (Otsu et al., 1995).  
PDI ist ein sehr abundantes ER residentes Enzym, das ungefähr 0.4 % des Gesamtproteins einer 
Zelle ausmacht. Klassische PDIs mit C-terminalem ER Retentionssignal (H/KDEL, Edman et 
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al., 1985) setzen sich aus 5 Domänen zusammen, die als a, b, b’, a’ und c bezeichnet werden 
(Ferrari and Söling, 1999). Vier dieser Domänen (a, b, b’, a’) gehören zur Familie der 
Thioredoxine. Die Domänen a und a’ enthalten je ein redoxaktives CxxC-Motiv, welches 
Disulfidbrücken bilden kann. Die Domänen b und b’, die keine CxxC-Motive enthalten, wurden 
erst nach Auflösung ihrer Raumstruktur als Thioredoxin-ähnlich erkannt. Darüber hinaus 
besitzen die meisten PDIs eine C-terminale saure c Domäne. Detaillierte in vitro Studien mit 
diversen Kombinationen von PDI-Domänen haben gezeigt, dass isolierte a und a’-Domänen in 
der Lage sind, Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen in Peptiden und Proteinen zu katalysieren, 
wohingegen für Isomerisierungsreaktionen eine Kombination aus einer katalytischen Domäne 
und der b’ Domäne benötigt werden (Darby and Creighton, 1995). Diese Beobachtungen legen 
nahe, dass die a und a’-Domänen bisher nicht identifizierte “low-affinity” Bindestellen für nicht 
native Proteine besitzen, während die b’-Domäne eine höher affine Bindestelle beinhaltet, mit 
der PDIs ihre Substrate während der Isomerisierungsreaktionen binden. Die b’ Domäne stellt 
somit die primäre Peptidbindungsstelle bzw. Bindungsstelle für nicht native Proteine dar, 
jedoch sind auch andere Domänen an der Substratbindung beteiligt (Klappa et al., 1998). 
Der b-Domäne konnte bisher weder eine Rolle bei der Substratbindung (Klappa et al., 1998) 
noch bei der katalytischen Aktivität (Darby et al., 1998) zugeschrieben werden. Möglicherweise 
spielt sie eine strukturelle Rolle für PDIs. 
PDI und verwandte Proteine bilden eine Superfamilie, die mindestens 14 Unterfamilien 
beinhaltet: PDI, ERp57, ERp72, PDIR, P5, ERp28, PDI-D (Ferrari and Söling, 1999; Freedman 
et al., 2002) und TMX (Matsuo et al., 2001) sowie die neu identifizierten ERp18 (Alanen et al., 
2003; Knoblach et al., 2003), ERp44 (Anelli et al., 2002; 2003), ERp46 (Knoblach et al., 2003; 
Sullivan et al., 2003), das Thioredoxin-verwandte Transmembranprotein 2 (TMX2; Meng et al., 
2003), ERdj5 (Cunnea et al., 2003; Hosoda et al., 2003) und PDILT (van Lith et al., 2005). 
Die Klassifizierung basiert auf der Anzahl der aktiven Thioredoxinboxen (a and a´), der 
inaktiven Domänen (b and b´) und dem Vorhandensein einer D Domäne. 
PDI ist als Carrier von oxidierenden Äquivalenten essenziell. So akkumulieren PDI-Deletions-
mutanten zu sezernierende Proteine in der reduzierten Form, was nahe legt, dass PDI als 
Oxidans fungiert. Um eine effiziente Proteinfaltung im ER zu erlauben, müssen PDI-Moleküle, 
die nach dem Einführen einer Disulfidbrücke in Substratproteine im reduzierten Zustand 
vorliegen, möglichst rasch reoxidiert werden. Dieser Schritt erfolgt durch eine Familie 
konservierter ER oxidoreduktine (Ero). Das erste Ero-Protein (Ero1p) wurde in S. cerevisiae 
mit Hilfe von Mutanten, die Defekte in der Bildung von Disulfidbrücken aufwiesen, 
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identifiziert (Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998; Übersicht in Tu and Weissman, 
2004). 
Konditionale ero1-Mutanten von S. cerevisiae zeigen eine verringerte oxidative Kapazität und 
weisen eine erhöhte Sensitivität gegenüber dem reduzierenden Agens DTT auf. Zu 
sezernierende Proteine, die normalerweise Disulfidbrücken enthalten, akkumulieren in ero1-
Mutanten in der reduzierten Form. PDI liegt in diesen Mutanten überwiegend in der reduzierten 
Form vor und es können gemischte Disulfide zwischen PDI und Ero1p isoliert werden. Dies 
lässt den Schluss zu, dass oxidierende Äquivalente von Ero1p zu PDI und anschließend zu 
Substratproteinen fließen (Abb. 3). 
 
Ero1p Ero1p FAD FAD ox red 
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Abb. 3 Modell der Proteinoxidation im ER von Saccharomyces cerevisiae 
Ero1p oxidiert PDI und anschließend oxidiert PDI Substratproteine in einer Reihe von direkten Thiol-Disulfid-
Austauschreaktionen. FAD-gebundenes Ero1p kann molekularen Sauerstoff oder unter anaeroben Bedingungen 
einen alternativen terminalen Elektronenakzeptor nutzen, um sich selbst zu reoxidieren. 
Freies FAD aus dem Cytosol gelangt in das Lumen des ER. Bei hohem Gehalt an freiem FAD ist Ero1p sehr aktiv, 
während seine Aktivität bei niedrigem Gehalt beeinträchtigt ist. (Abb. nach Tu and Weissman, 2002) 
 
2.2.6.2.2 ER-oxidoreduktine (Ero) 
Ero1p aus S. cerevisiae ist ein essenzielles N-Glycoprotein des ER mit einem Molekulargewicht 
von 65 kDa, das FAD als Kofaktor benötigt (Tu et al., 2000) und im Rahmen der UPR induziert 
wird (Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998). Der N-Terminus weist eine Reihe 
hydrophober Aminosäuren auf, die als Signalsequenz fungieren könnten (Frand and Kaiser, 
1998). Ero1p ist eng mit Membranen assoziiert, was erklärt, warum es trotz Fehlens des 
bekannten ER-Retentionssignals HDEL im ER vorliegt. 
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Kürzlich gelang es die Kristallstruktur von Ero1p aufzulösen, wodurch Einsicht in molekulare 
Details des katalytischen Zentrums, die Rolle des CxxCxxC-Motivs, sowie die räumlichen 
Beziehungen zwischen funktional signifikanten Cysteinen und dem gebundenen Kofaktor 
gewonnen werden konnten (Gross et al., 2004). Ero1p aus S. cerevisiae besitzt 14 Cysteinreste, 
von denen 7 (C90, C100, C105, C208, C349, C352 und C355) unter sechs Sequenzhomologen 
absolut konserviert vorliegen (Frand and Kaiser, 2000). Zwischen C90 und C349, C100 und 
C105, C143 und C166, C150 und C295 sowie C352 und C355 wird jeweils eine Disulfidbrücke 






























  Ero1p: Sequenz, Sekundärstruktur und Disulfidverbrückung 
tellt ist das kristallisierte Fragment Ero1p (F56 bis L424, schwarz unterlegt) innerhalb der gesamten 
säuresequenz von S. cerevisiae Ero1p. Die unterhalb der Sequenz gezeigten Zylinder stellen α-Helices und 
eile β-Faltblätter dar. Gelbe Kreise repräsentieren Cysteinreste und die gestrichelten Linien deuten 
dbrücken an. (Abb. aus Gross et al., 2004) 
der identifizierten Disulfidbrücken korrespondieren mit den drei Paaren konservierter 
ne mit distinkten Funktionen, die bereits aufgrund von Mutationsstudien definiert wurden 
 and Kaiser, 2000). Mutationen von C352 oder C355 inaktivieren Ero1p vollständig und 
dern die Oxidation von Ero1p, was impliziert, dass das Paar C352/C355 von Ero1p 
gt wird, um Disulfidbrücken zu generieren. Die Mutation von C100 oder C105 inaktiviert 
 weitgehend, aber nicht komplett und vermindert die Ausbildung von gemischten 
iden zwischen Ero1p und PDI. Dies legt nahe, dass das Paar C100/C105 in den Transfer 
isulfiden auf PDI involviert ist (Abb. 5). 
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Abb. 5 Model für den katalytischen Mechanismus von Ero1p 
Ero1p enthält zwei redoxaktive Disulfidbrücken (oben links). Die Disulfidbrücke C100-C105 geht eine Thiol-
Disulfid-Austauschreaktion mit Pdi1p ein, während die Disulfidbrücke zwischen C352–C355 dazu dient, das 
Cysteinpaar C100–C105 (wahrscheinlich durch eine intramolekulare Thiol-Disulfid-Austauschreaktion) zu 
reoxidieren. Reoxidation von Ero1p könnte durch die Oxidation von C352–C355 erfolgen. Lediglich eine 
Thioredoxindomäne von Pdi1p ist dargestellt. (Abb. nach Frand and Kaiser, 2000) 
 
Schließlich verringert die Mutation von C90 oder C349 die Aktivität von Ero1p nicht, jedoch 
erhöht sich hier die Menge an Ero1p (um ca. 2-fach), die in gemischten Disulfiden mit Pdi1p 










Abb. 6  Struktur vo
Die Cysteine wurden entspre
Cysteine des aktiven Zentrum
 
Der FAD Kofaktor wird
H231 und R267 an der B
 n Ero1p aus S. cerevisiae 
chend ihrer Position in der kompletten Sequenz von Ero1p nummeriert, wobei die 
s fett darstellt sind. (Abb. aus Gross et al., 2004) 
 zwischen den Helices α2 und α3 gehalten, wobei die Aminosäuren 
indung beteiligt zu sein scheinen (Abb. 6).  
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Es gibt zwei Mutanten mit eingeschränkter Ero1p Funktion, die Mutationen an oder nahe von 
H231 tragen: in der temperatursensitiven ero1-1-Mutante ist Glycin 229 zu Serin mutiert, und 
in der DTT-hypersensitiven Mutante ero1-2 ist Histidin 231 zu Tyrosin mutiert. 
Die thermosensitive Mutante ero1-1 zeichnet sich durch eine erhöhte DTT Sensitivität und eine 
konstitutiv aktivierte UPR aus. Bei nicht permissiver Temperatur sind ero1-1-Zellen nicht in 
der Lage Carboxypeptidase Y oder Gas1p zu oxidieren (Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 
1998). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass Ero1p direkt in die oxidative 
Proteinfaltung involviert ist. Ero1p interagiert mit PDI, wobei es diese von der reduzierten in 
die oxidierte Form überführt (Frand and Kaiser, 1999). 
Die gleichen Autoren konnten zeigen, dass Ero1p in der Lage ist sowohl PDI als auch Mpd2p 
zu oxidieren. Der Phänotyp von Hefezellen, welche kein funktionelles Ero1p besitzen, kann 
durch Diamid, ein Membran-permeables Oxidationsmittel, gemildert (Pollard et al., 1998) und 
durch Disruption des Glutathionsynthetasegens supprimiert werden (Cuozzo and Kaiser, 1999). 
Diese Befunde belegen, dass Ero1p hauptsächlich als Oxidationsmittel dient.  
 
Ein Ero1p-abhängiger Weg für die Oxidation von Proteinen konnte auch im ER von Säugern 
gezeigt werden. Zwei funktionelle humane Homologe des S. cerevisiae Ero1p, Ero1-Lα und 
Ero1-Lβ (Ero1-like) wurden identifiziert. Beide Proteine sind in der Lage die phänotypischen 
Defekte der S. cerevisiae ero1-1 Mutante zu komplementieren (Cabibbo et al., 2000; Pagani et 
al., 2000), allerdings kann keines der Proteine die Letalität der Deletion des ERO1 Genes von S. 
cerevisiae verhindern (Pagani et al., 2001). Diese Unfähigkeit der Komplementation eines 
ero1∆-Hefestammes wurde dem um 127 AS verlängerten C-terminalen Teil des Hefeproteins 
zugeschrieben, welcher den humanen Proteinen fehlt (Pagani et al., 2001). Ero1-Lα und Ero1-
Lβ weisen einen hohen Grad an Sequenzähnlichkeit miteinander und mit Ero1p von S. 
cerevisiae auf, jedoch ist die Gewebeverteilung der humanen Proteine sowie deren 
transkriptionelle Regulation unterschiedlich: die Expression von Ero1-Lβ wird wie jene von 
Ero1p im Rahmen der UPR induziert (Pagani et al., 2000), wogegen die Expression von Ero1-
Lα hauptsächlich durch den zellulären Sauerstoffdruck kontrolliert wird (Gess et al., 2003). 
Beide humanen Ero-Proteine erleichtern die Bildung von Disulfidbrücken in Substratproteinen, 
und auch hier konnten gemischte Disulfide zwischen den Ero1p-Homologen und PDI 
nachgewiesen werden (Benham et al., 2000; Mezghrani et al., 2001). 
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Alle Mitglieder der Ero1p-Familie binden kovalent PDI und veranlassen die Proteinfaltung 
durch Oxidation der PDI. Die PDI von S. cerevisiae liegt vorwiegend oxidiert vor, während bei 
humanen Zelllinien PDI mit wenigstens einem aktiven Zentrum in reduziertem Zustand 
gefunden wurde. 
Mitglieder der Ero1p-Familie interagieren mit Membranproteinen, um somit möglicherweise 
den Austausch von Elektronen mit bisher unidentifizierten Akzeptormolekül(en) effizienter zu 
gestalten. 
Die oxidative Faltung in vivo ist sehr sensitiv gegenüber dem FAD-Gehalt in der Zelle und das 
oxidative Faltungssystem kann unter Verwendung von reduziertem Protein, PDI, Ero1p und 
FAD wiederhergestellt werden. Es wird daher angenommen, dass FAD das Oxidationsmittel im 
eukaryontischen System sein könnte, wie es Quinone im prokaryontischen System darstellen 
(Bader et al., 2000). 
Tu und Weissman (2002) konnten zeigen, dass molekularer Sauerstoff den präferierten 
terminalen Elektronenakzeptor darstellt. Da Ero1p auch unter anaeroben Bedingungen 
funktionell ist, scheint Sauerstoff jedoch nicht der einzig mögliche Elektronenakzeptor zu sein, 
der in die oxidative Faltung involviert ist (Tu et al., 2000). Die Identifizierung dieser terminalen 
Elektronenakzeptoren würde die Frage klären, auf welche Art und Weise die 
Disulfidbrückenbildung unter anaeroben Bedingungen stattfindet. Es ist jedoch nicht 
ungewöhnlich für Flavin-abhängige Oxidasen, auch andere Oxidanzien, wenn auch mit 
unterschiedlicher Effizienz, zu akzeptieren (Massey, 2000). 
Glutathion, ein kleines Molekül, von dem man lange annahm, dass es eine Hauptrolle bei der 
Oxidation im ER spielen würde, agiert wahrscheinlich eher als reduzierendes Agens, welches 
inkorrekt gebildete Disulfidbrücken entfernt (Cuozzo and Kaiser, 1999). 
 
2.2.6.2.3 Gibt es Ero1p-unabhängige Pathways für die Bildung von Disulfidbrücken im ER? 
Zusätzlich zu Ero1p wurden zwei weitere ER-assoziierte FAD-abhängige Oxidasen 
identifiziert, die möglicherweise einen Beitrag zur oxidativen Faltung im ER leisten. Aufgrund 
der Fähigkeit, bei Überexpression Ero1p Defekte zu supprimieren wurde ein zweiter Weg der 
Bildung von Disulfidbrücken im ER von S. cerevisiae postuliert, welcher die ER Oxidase, 
Erv2p, beinhaltet (Sevier et al., 2001). Erv2p gehört zur Familie der Sulfhydryloxidasen, die 
FAD als Kofaktor und molekularen Sauerstoff zur Einführung von Disulfidbrücken in 
Substratproteine nutzen (Hoober et al., 1999a; Hoober et al., 1999b; Hoober and Thorpe, 1999; 
Gerber et al., 2001; Sevier et al., 2001; Gross et al., 2002). 
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Ein zweite Oxidase, die möglicherweise durch die Oxidation kleiner Thiolmoleküle wie 
Glutathion zur Bildung von Disulfidbrücken beiträgt, ist Fmo1p (Suh et al., 1999). Es gehört 
zur Familie der Flavin enthaltenden Monooxigenasen, welche die Sauerstoff- und NADPH-
abhängige Oxidation von diversen Substraten katalysieren (Muller, 1991). Der relative Beitrag 
von Erv2p und Fmo1p zur Bildung von Disulfidbrücken in vivo ist jedoch unklar. Daten von Tu 
and Weissman (2002) sprechen allerdings dafür, dass das Ero1p-abhängige Oxidationssystem 
den einzigen FAD-sensitiven Weg für die Bildung von Disulfidbrücken in vivo darstellt; die 
Daten schließen jedoch die Möglichkeit nicht aus, dass Erv2p zur Disulfidbildung einer 
Untergruppe an Proteinen beiträgt oder unter zellulären Bedingungen aktiv ist, welche bislang 
nicht untersucht wurden. 
 
2.2.6.3 Bildung von Disulfidbrücken in viralen Proteinen 
Da sich Pockenviren im Cytoplasma von infizierten Zellen replizieren, müssen sie für Proteine 
kodieren, die einige Prozesse ausführen, die normalerweise in anderen zellulären 
Kompartimenten stattfinden. Es ist bekannt, dass Pockenviren ihre eigenen Enzyme und 
Faktoren für die Replikation ihres Genoms sowie die Transkription exprimieren (Moss, 2001). 
Da die Assemblierung der Virionen ebenfalls im Cytoplasma stattfindet, stellt sich die Frage, 
wie bestimmte virale Membran- und Coreproteine stabile Disulfidbrücken ausbilden (Ichihashi, 
1981; Locker and Griffiths, 1999), die normalerweise exklusiv im ER (Helenius et al., 1992) 
und dem Intermembranraum der Mitochondrien (J. Herrmann, pers. Mitteilung) von 
Eukaryonten oder im Periplasma von Bakterien gebildet werden (Rietsch and Beckwith, 1998). 
Senkevich et al., (2002a) postulieren einen Weg zur Bildung von Disulfidbrücken in Vaccinia, 
der aus drei viralen redoxaktiven Proteinen (E10R, A2.5L und G4L) und zwei viralen 
Substratproteinen (L1R und F9L), die je drei stabile Disulfidbrücken enthalten, besteht (Abb. 
7). 
Der virale Redoxweg beginnt mit E10R, einem Mitglied der ERV1/ALR Familie von FAD-
enthaltenden Sulfhydryloxidasen. Die Analyse der Kristallstruktur von Erv2p aus S. cerevisiae 
(Gross et al., 2002), das ebenfalls ein Mitglied der ERV1/ALR Familie ist, und eines multiplen 
Sequenzalignments der ERV1/ALR Familie zeigen, dass direkt in die Bindung von FAD 
involvierten AS in E10R sowie der gesamten Familie hoch konserviert vorliegen. Sauerstoff 
stellt daher wahrscheinlich den terminalen Elektronenakzeptor des viralen Redoxpathways dar, 
der direkt das E10R assoziierte FAD oxidiert (Senkevich et al., 2002a). 
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Die nächste Komponente ist A2.5L (Senkevich et al., 2002b), das gemischte Disulfide sowohl 
mit E10R als auch mit G4L ausbilden kann. A2.5L ist für die Oxidation von E10R essenziell. 
Diese Beobachtung legt nahe, dass A2.5L für die Stabilisierung einer aktiven Konformation von 
E10R oder aber für die Verhinderung der Ausbildung von E10R-Homodimeren benötigt wird. 
G4L formt Disulfid-verbrückte Intermediate mit A2.5L sowie den Substratproteinen L1R und 
F9R (White et al., 2002). Da G4L in Vaccinia infizierten Zellen teilweise oxidiert und teilweise 
reduziert vorliegt (White et al., 2002), könnte es sowohl eine Oxidase- als auch eine 
Isomeraseaktivität besitzen, welche die Ausbildung von korrekten Disulfidbrücken sicher stellt. 
Alle Proteine, die in die Bildung von Disulfidbrücken involviert sind, liegen innerhalb der 
Familie der Pockenviren konserviert vor, was impliziert, dass dieser Pathway einen evolutionär 
konservierten Mechanismus in dieser Gruppe von Viren darstellt. 
Ein Vergleich der Vaccinia-spezifischen Redoxkomponenten mit denen von anderen bekannten 
Pathways für die Bildung von Disulfidbrücken eröffnet interessante Analogien.  
Die upstream-Komponenten der bekannten Pathways, E. coli DsbB und S. cerevisiae Ero1p, 
sind Proteine mit zwei Paaren von aktiven Cysteinen (Jander et al., 1994; Frand and Kaiser, 
2000). In jedem Falle formt das katalytische Paar von Cysteinen, welches mit Ubiquinon, 
Sauerstoff oder einem anderen nicht-Thiol Elektronenakzeptor interagiert, ein CxxC-Motiv. Die 
oxidierenden Äquivalente werden dann auf ein zweites Cysteinpaar im gleichen Protein 
übertragen. Dieses zweite redoxaktive Cysteinpaar liegt in DsbB oder Ero1p nicht in einem 
definierten Motiv vor.  
E10R und alle seine viralen Orthologen besitzen lediglich ein Cysteinpaar, welches ein CxxC-
Motiv bildet und vermutlich Elektronen auf FAD überträgt. Das zweite Cysteinpaar wird durch 
das Cxx(x)C-Motiv von A2.5L zur Verfügung gestellt. Somit scheint der Disulfid-verbrückte 
E10R-A2.5L-Komplex ein funktionelles Analog zu den Einzelproteinen DsbB und Ero1p 
darzustellen. Das zweite Protein in der Kaskade der Disulfidbrückenbildung ist ein 
Thioredoxin-ähnliches Protein, DsbA in E. coli und PDI oder seine Homologen im ER von S. 
cerevisiae, und G4L, das Thioredoxin-ähnliche Protein in Pockenviren. Somit scheint die 
Bildung von Disulfidbrücken in so diversen Systemen wie dem Periplasma von E. coli, dem ER 
von Hefe und dem Cytoplasma von mit Vaccinia Virus-infizierten Zellen die gleichen 
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Abb. 7 Bildung von Disulfidbrücken im Vaccinia Virus System 
Gezeigt sind die gekoppelten Disulfidaustauschreaktionen von E10R zu den Substratproteinen L1R und F9L. L1R 
und F9L besitzen je drei intramolekulare Disulfidbrücken. Der Elektronentransfer auf FAD und letztendlich auf 
Sauerstoff (im gestrichelten Rechteck) wurde im Vaccinia Virus System experimentell noch nicht bestätigt. (Abb. 
nach Senkevich et al., 2002a) 
 
2.2.7 Bildung von Disulfidbrücken in S. pombe 
Um die Spalthefe S. pombe zur biotechnologischen Herstellung von heterologen 
Disulfidbrücken-enthaltenden Proteinen zu optimieren, ist die Kenntnis der Enzyme, die in die 
Bildung von Disulfidbrücken involviert sind, eine wichtige Voraussetzung. 
Da derzeit noch keinerlei Daten über derartige Prozesse in S. pombe zur Verfügung stehen, 
wurden die Sequenzen von Pdi1p und Ero1p aus S. cerevisiae einer BlastP Analyse unterzogen, 
um homologe Proteine in S. pombe zu identifizieren. Dabei konnten drei homologe S. pombe 
PDI-Proteine, die im Folgenden mit SpPdi1p SpPdi2p und SpPdi3p bezeichnet werden (Abb. 
9), und zwei homologe S. pombe Ero1-ähnliche Proteine (SpEro1a p und SpEro1b p, Abb. 10) 
gefunden werden. 
 
2.2.7.1 PDI-Homologe aus S. pombe 
SpPdi1p wird von SPAC1F5.02 kodiert, ist 492 AS groß und besitzt eine Sequenzähnlichkeit 
von 50,9 % und eine Sequenzidentität von 33,5 % zu ScPdi1p. SpPdi2p, das von 
SPAC17H9.14c kodiert wird, ist ein 359 AS langes Protein mit einer Ähnlichkeit von 24,9 % 
und einer Identität von 14,9 % zu ScPdi1p. Das von SPAC13F5.05 kodierte 363 AS große 
SpPdi3p besitzt eine Sequenzähnlichkeit von 19,7 % und ist zu 9 % identisch zu ScPdi1p. Die 
geringen Werte von Proteinähnlichkeit und -identität liegen darin begründet, dass sich die 
Angaben auf die Gesamtproteine beziehen. Bei genauer Betrachtung (siehe Anhang) erkennt 
man jedoch, dass die Homologien geclustert vorliegen. Eine Analyse der Proteinsequenzen mit 
PDIs aus anderen Spezies ergab, dass die drei PDIs aus S. pombe unterschiedlichen PDI-
Familien zugeordnet werden können (Abb. 8).  
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Abb. 8 Phylogenetische Einordnung der PDI-Homologen aus S. pombe 
Bezeichnungen der Spezies und zugehörige „Accession numbers“ für die jeweiligen Sequenzen sind 
folgendermaßen: BOV: Bos taurus, PDI, NP_776560; ERp60, NP_776758; Cal: Candida albicans, PDI, 
EAK97972; Cel: Caenorhabditis elegans, PDI, NP_497746; Ddi: Dictyostelium discoideum, PDI, AAB86685; 
Dm: Drosophila melanogaster, PDI, NP_524079; Hs: Homo sapiens, PDI, P07237; ERp57, S63994; ERp72, 
P13667; PDIR, BAA08451; P5, BAA08450; Msa: Medicago sativa, PDI, P38661; Mm: Mus musculus, PDI, 
AAA39906; ERp60, NP_031978; ERp72, P08003; Rn: Rattus norwegicus, ERp60, P11598; CaBP1, Q63081; Sc: 
S. cerevisiae, Pdi1p, NP_009887; Mpd1p, NP_014931; Mpd2p, NP_014553; Eug1p, NP_010806; Eps1p, 
NP_012261; Sp: S. pombe, SpPdi1p, NP_592871; SpPdi2p, NP_593584; SpPdi3p, NP_593653. 
PDI-Homologe von S. pombe sind grün eingerahmt. Der Sequenzvergleich und die Darstellung als 
phylogenetischer Stammbaum wurden mit Hilfe des Programms „MultAlin“ (Corpet, 1988) erstellt. Die Wurzel des 
Stammbaumes ist durch ein Dreieck angedeutet. Die Länge der Zweige ist proportional zur Zeit. Evolutionäre 
Distanzen sind in „10 PAM“ (Percent Accepted Mutation oder Probability of Accepted Mutation (d.h. 10 
akzeptierte Punktmutationen pro 100 AS) ) angegeben. 
 
Für alle drei Proteine wird eine putative Signalsequenz für die Translokation ins ER am 
Aminoterminus vorhergesagt (Abb. 9), was impliziert, dass sie in den sekretorischen Pathway 
gelangen. Die Länge der putativen Signalsequenz beträgt bei SpPdi1p 22 AS, bei SpPdi2p 19 
AS und bei SpPdi3p 24 AS (Nielsen et al., 1997). Im Falle von SpPdi1p wurde außerdem die 
Sequenz ADEL am C-Terminus gefunden, die eine konservierte Sequenz für die Zurückhaltung 
von ER-residenten Proteinen in S. pombe darstellt (Pidoux and Armstrong, 1992). 
Alle Pdi-homologe Proteine aus S. pombe weisen eine Reihe potenzieller 
Phosphorylierungsstellen auf. Des Weiteren werden zwei bzw. fünf N-verknüpfte 
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Glycosylierungsstellen (Asn-X-Ser/Thr, wobei X jede beliebige AS mit Ausnahme von Pro sein 
kann) für SpPdi1p bzw. SpPdi3p vorhergesagt (Bairoch et al., 1997). 
Die AS-Sequenzen von SpPdi1p bzw. SpPdi3p weisen je zwei potenzielle N-
Myristylierungsstellen (Positionen 15 und 248 bzw. 117 und 279) auf, während für SpPdi2p 
lediglich eine potenzielle N-Myristylierungsstelle (Position 257 ) vorhergesagt wird. 
SpPdi1p besitzt zwei Thioredoxin-ähnliche Domänen, deren aktive Zentren das Sequenzmotiv 
CGHC enthalten, das in der Mehrheit eukaryontischer PDIs gefunden werden kann (Edman et 
al., 1985). SpPdi2p besitzt ebenfalls zwei Thioredoxin-ähnliche Domänen, wobei das N-
terminale aktive Zentrum das Sequenzmotiv CGHC und das C-terminale das Sequenzmotiv 
CGYC aufweist. SpPdi3p enthält lediglich eine Thioredoxin-ähnliche Domäne, deren aktives 
























Abb. 9 Schematische Darstellung von SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p 
Die für SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p vorhergesagten AS-Sequenzen enthalten je eine potenzielle Signalsequenz 
(quer gestreifte Boxen) und konservierte Thioredoxin-ähnliche Domänen (gelbe B xen), deren aktive Zentren als 
Sequenz angegeben sind. Potenzielle N-verknüpfte Glycosylierungsstellen sind durc     gekennzeichnet. 
 
2.2.7.2 Ero1-Homologe aus S. pombe 
Das 467 AS große SpEro1a p, welches von SPBC4F6.16c k
Sequenzähnlichkeit von 35 % und ist zu 22 % identisch zu Ero1p.
SPCC1450.14c kodiert wird, ist ein 571 AS langes Protein mit einer 
46.9 % und einer Identität von 27.3 % (Abb. 52). Für beide Proteine
Signalsequenz am Aminoterminus für die Translokation ins ER vo
1997), was nahe legt, dass sie in den sekretorischen Pathway eintret
 o
hodiert wird, besitzt eine 
 SpEro1b p, welches von 
Ähnlichkeit zu Ero1p von 
 wird eine 26 AS putative 
rhergesagt (Nielsen et al., 
en. Beide Proteine weisen 
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eine Reihe potenzieller Phosphorylierungsstellen auf. Vier bzw. zwei N-verknüpfte 
Glycosylierungsstellen (Asn-X-Ser/Thr) werden für SpEro1a p und SpEro1b p vorhergesagt 
(Bairoch et al., 1997). SpEro1a p weist eine potenzielle N-Myristylierungsstelle an Position 357 
auf, während für SpEro1b p vier mögliche N-Myristylierungssites an den Positionen 35, 103, 
263 und 392 vorhergesagt werden. 
Die hoch konservierten Cystein-Motive, die für die Aktivität des Ero1p in S. cerevisiae 
essenziell sind (Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998; Frand and Kaiser, 2000), sind in 
Abb. 10 dargestellt. 
 
N 
C78   C83 C355C358C361
SpEro1a p 
C102  C107 C390C393C396
SpEro1b p 








Abb. 10 Schematische Darstellung von SpEro1a p und SpEro1b p 
Die für SpEro1a p und SpEro1b p vorhergesagten AS-Sequenzen enthalten eine potenzielle Signalsequenz 
(gestreifte Boxen) und vier, bzw. zwei N-verknüpfte Glycosylierungsstellen (   ). Die Positionen der in Eukaryonten 
absolut konservierten Cysteine sind angegeben. 
 
 
2.3 Zielsetzung der Arbeit 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit einigen Aspekten, die möglicherweise bei der 
Verwendung von S. pombe für die biotechnologische Produktion von Fremdproteinen 
(„heterologe Genexpression“) von Bedeutung sind. Hierbei werden vor allem zwei Aspekte 
näher untersucht. Zum einen die Frage der Stabilität des zu produzierenden Proteins. Von 
anderen Organismen ist bekannt, dass die N-terminale AS destabilisierende Eigenschaften 
aufweisen kann. Entsprechende Daten fehlen in S. pombe weitgehend. Aus diesem Grunde soll 
diese Frage an dem Modellprotein vVEGF aus Parapoxvirus ovis (PPVO) abgeklärt werden. 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt jedoch auf der Analyse und Optimierung der Bildung von 
Disulfidbrücken in S. pombe, um diese zur biotechnologischen Herstellung von heterologen 
disulfidhaltigen (viralen) Proteinen zu nutzen. 
Da die korrekte Faltung eines heterolog produzierten Proteins vermutlich einen limitierenden 
Faktor für eine erfolgreiche „high level“ Expression darstellt, sollen PDI- und Ero1-ähnliche 
Proteine, die die Schlüsselkomponenten der Bildung von Disulfidbrücken in Eukaryonten 
 26 
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darstellen, näher untersucht werden. Hierfür sollen SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p sowie 
SpEro1a p und SpEro1b p hinsichtlich ihrer intrazellulären Lokalisierung, ihrer 
Membranassoziation sowie ihres Oxidations- und Glycosylierungsstatus analysiert werden. Um 
zu prüfen, ob es sich bei SpEro1a p und SpEro1b p tatsächlich um funktionelle Homologe von 
Ero1p aus S. cerevisiae handelt, sollen diese Proteine hinsichtlich ihrer Befähigung der 
Komplementierung einer temperatursensitiven S. cerevisiae Mutante (ero1-1) getestet werden. 
Durch Analysen von Mutanten, bei denen Cysteinreste gezielt durch Serinreste ausgetauscht 
werden, soll Aufschluss darüber erzielt werden, welche Cysteine der Ero1-ähnlichen Proteine 
für deren Funktion essenziell sind. Darüber hinaus soll die Expression von Ero1a p und Ero1b p 
unter verschiedenen Stressbedingungen näher untersucht werden. Anhand dieser Analysen soll 
Einblick in die mögliche Funktionsweise der jeweiligen Proteine gewonnen werden.  
Disulfidbrücken enthaltende Proteine aus PPVO werden normalerweise im Cytoplasma von 
Wirtszellen gebildet, da PPVO die für die Oxidation notwendigen Enzyme mitbringt. Wenn 
man diese Proteine im heterologen Organismus herstellt, muss gewährleistet sein, dass es zur 
korrekten Ausbildung von Disulfidbrücken kommt. Bisher ist jedoch kein System für die 
Bildung von Disulfidbrücken im Cytoplasma von Hefen bekannt, statt dessen erfolgt die 
Ausbildung von Disulfidbrücken hauptsächlich im ER. Aus diesem Grunde gilt es zu prüfen, ob 
das heterolog exprimierte Protein in den sekretorischen Pathway des Wirtsorganismus gelangt. 
Des Weiteren soll getestet werden, ob S. pombe in der Lage ist, korrekte Disulfidbrücken in ein 
heterolog exprimiertes Testprotein einzuführen. 
Abschließend soll die Hypothese experimentell geprüft werden, nach der eine Überexpression 
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AMS Molecular Probes 
Acrylamid/Bisacrylamid Roth 
CPD-StarTM Sigma 
Coomassie® Brillantblau G250 Merck 
Dithiothreitol Sigma 
dNTPs Invitrogen 








Triton X-100 Sigma 





Taq-Polymerase Gibco BRL 
Restriktionsenzyme Invitrogen 





ImmobilonTM-P PVDF-Membran Millipore 
Gel Blotting Papier Schleicher & Schuell 
Röntgenfilme Amersham Phamacia Biotech 
Jetquick Gel Extraction Spin Kit GENOMED 
Jetquick PCR Purification Spin Kit GENOMED 
Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit GENOMED 
DC-Protein Assay Bio-Rad 
Thermo Sequenase fluorescent labelled primer 
cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP 
Amersham Phamacia Biotech 
PCR DIG probe synthesis Kit Roche 
 
3.1.4 Antikörper 
Die Antikörper wurden in folgenden Verdünnungen eingesetzt: 
 
                                                                                                                  Material und Methoden 
 29 
Monoklonale Antikörper: Verdünnung für  Quelle 
 Western Blot Fluoreszenz-   
  mikroskopie   
mouse-Anti-HA 1 : 1000 1:100  Roche 
mouse-Anti-cMyc 1 : 400 1:100  Roche 
mouse-Anti-ScPgk1p 1 : 500   Molecular Probes 
     
Polyklonale Antikörper:     
rabbit-Anti-ScPdi1p 1 : 25000   K. Römisch (Cambridge) 
rabbit-Anti-ScSec61p 1 : 5000   R. Schekman (Berkely) 
mouse-anti-alpha-Tubulin 1 : 1500   Woods et al., 1989 
rabbit-SpCnx1p 1 : 10000 1:100  L. A. Rokeach (Montreal) 
     
Sekundäre Antikörper:     
sheep-Anti-mouse IgG-HRP 1 : 5000   Amersham Phamacia 
Biotech 
donkey-Anti-rabbit IgG-HRP 1 : 5000   Amersham Phamacia 
Biotech 
rabbit-Anti-goat IgG-HRP 1 : 3000   Dako 
sheep-Anti-mouse IgG-Alexa 
Fluor-488 
 1 : 50  Molecular Probes 
donkey-Anti-rabbit IgG-
Alexa Fluor-555 
 1 : 50  Molecular Probes 
 
3.1.5 Oligonukleotide 
Die in folgender Tabelle aufgeführten Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech bezogen. 
Durch „*“ gekennzeichnete Sequenzierprimer sind 5´-seitig fluoreszenzmarkiert (IRD800). 
Erkennungsstellen für Restriktionsenzyme sind kursiv dargestellt, Annealing Regionen der 
Primer sind fett markiert. Eingeführte Mutationen sind rot gekennzeichnet. 
 
Primer Sequenz (5´→ 3´) Schnitt-
stelle 
His7-Prom-P1 CCTAACCAAGCAAGGATTTCG  
His7-Prom-M1 CGACCTGCAGCGTACGAAGCCCCCTAAAACTCTAACTAC  
Kan-(His7)-P1 GTAGTTAGAGTTTTAGGGGGCTTCGTACGCTGCAGGTCG  
Kan-(His7)-M1 GCTATCATCTGCGAATGAAGGGATCTGATATCATCGATG  
His7-Term-P1 CATCGATGATATCAGATCCCTTCATTCGCAGATGATAGC  
His7-Term-M1 GCTTACTTCTCAGGAGATGG  
Sonde-His7-P CGCAGATGATAGCAGTCGGTCTAAGG  
Sonde-His7-M CCTATTGCAATGGGCTTCTTCCTTCC  







Kan-(SpLys3)-M1 GGACCCGGAACTTTGAAATTAAATAACGGATCTGATATCATCGATG  
SpLys3-Term-P1 CATCGATGATATCAGATCCGTTATTTAATTTCAAAGTTCCGGGTCC  
Splys3-Term-M1 CCAATGCCAAAGATGTCTGTGCC  
Ura4-Prom-P1 GTATTTGTTTGTATACTCACG  
Ura4-Prom-M1  CGACCTGCAGCGTACGAAGCGGTTCTTGGTAGGACAATACG  
Kan-(Ura4)-P1 CGTATTGTCCTACCAAGAACCGCTTCGTACGCTGCAGGTCG  
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Kan-(Ura4)-M1 CGACTTTTTCAATAACCAACCGGATCTGATATCATCGATG  
Ura4-Term-P1 CATCGATGATATCAGATCCGGTTGGTTATTGAAAAAGTCG  
Ura4-Term-M1 CCAACACCAATGTTTATAACC  
SONDE-KAN-P GGACGAGTCGGAATCGCAGACCG  
SONDE-KAN-M CGGCGTTAGTATCGAATCGACAGC  
VEGF-P3 (+K) 1 CGGGCGGCATCAGTATGAAGTTTCTCGTCGG SpeI 
VEGF-P2 2 CGGGCGGCACTAGTATGAGATTTCTCGTCG SpeI 
VEGF-P2-SP (+K) 3 CGGGCGGCCTCGAGATGAAGTTTCTCGTCGG XhoI 
VEGF-P-SP 4 CGGGCGGCCTCGAGATGAGATTTCTCGTCG XhoI 
VEGF-(Xa-HA)-M 5 GGTAAAAGATGCGGCCGCCACGACCTTCGATGGATCCACGCGGAAC
CAGGCGGCGTCTTCTGGGC  
HA-Xa-(VEGF)-P 6 GCCCAGAAGACGCCGCCTGGTTCCGCGTGGATCCATCGAAGGTCGTGGCGGCCGCATCTTTTACC  
HA-M  CGCCGGATCGATTTATCAGCGGCCGCACTG ClaI 
HA-M3  CGCCGGAGATCTTTATCAGCGGCCGCACTG BglII 
SpERO1a-int-P GCATAATGGATTGTGTTGGC  
SpERO1a-int(TAP)-M CGACCTGCAGCGTACGAAGCGATTACTCTTGGGACATTAC  
CTAP-KAN-P GCTTCGTACGCTGCAGGTCG  
CTAP-KAN-M GGATCTGATATCATCGATG  
SpERO1a-(TAP)-term-P CATCGATGATATCAGATCCCCATTCTTTTCTGGTACATG  
SpERO1b-int-P CGACGATCAGAGATAGTTGC  
SpERO1b-int(TAP)-M CGACCTGCAGCGTACGAAGCTACGGAAGCAACTTCTGG  
SpERO1b-(TAP)-term-P CATCGATGATATCAGATCCCCACGTTTGTATACCTTAAACC  
ScERO1-Sc-P CGCCGGCGACTAGTATGAGATTAAGAACCGCC  SpeI 
ScERO1-Sp-P CGCCGGCGCTCGAGATGAGATTAAGAACCGCC  XhoI 
Myc-(ScERO1)-P GCTAGATATACAAGGTGAACAAAAGCTAATCTCC  
ScERO1-(Myc)-M GGAGATTAGCTTTTGTTCACCTTGTATATCTAGC  
ScERO1-(Myc)-M2 GCTTTTGTTCACCTTGTATATCTAGCTTATAGGAAATAGG  
Myc-(SpeI)-M CGCCGGCGACTAGTTTATCAATTCAAGTCTTCTTCTGAGAT SpeI 
Myc-(PstI)-M CGCCGGCGCTGCAGTTATCAATTCAAGTCTTCTTCTGAGAT PstI 
SpERO1a-Sc-P CGCCGGCGTCTAGAATGATTGGAATTACAAAGC XbaI 
SpERO1a-Sp-P CGCCGGCGCTCGAGATGATTGGAATTACAAAGC XhoI 
Myc-(SpERO1a)-P GTCCCAAGAGTAATCGGTGAACAAAAGCTAATCTCC  
SpERO1a-(Myc)-M GGAGATTAGCTTTTGTTCACCGATTACTCTTGGGAC  
Myc-(BglII)-M CGCCGGCGAGATCTTTATCAATTCAAGTCTTCTTCTGAGAT BglII 
SpERO1b-Sc-P CGCCGGCGACTAGTATGTTTATGTGGATGAAGATTGCAAAGGGC SpeI 
SpERO1b-Sp-P CGCCGGCGGTCGACATGTTTATGTGGGTATGTTTAC SalI 
Myc-(SpERO1b)-P CCAGAAGTTGCTTCCGTAGGTGAACAAAAGCTAATCTCC  
SpERO1b-(Myc)-M GGAGATTAGCTTTTGTTCACCTACGGAAGCAACTTCTGG  
SpEa-C68S-P GCTCCCCTTTATGGGAAAATGAC  
SpEa-C68S-M CCATAAAGGGGAGCTTGATCTATAGAG  
SpEa-C78S-P GCAATGTCTAGTAACCAAGGTTGCGC  
SpEa-C78S-M GGTTACTAGACATTGCGTTGTCATTTTCCC  
SpEa-C83S-P CCAAGGTAGCGCAGTTAAATCATTGAATGAG  
SpEa-C83S-M CTGCGCTACCTTGGTTACTACACATTGC  
SpEa-C168S-P GCAAAACTCTTTTGTGGTTGACGACG  
SpEa-C168S-M CACAAAAGAGTTTTGCTCGTAAATGC  
SpEa-C355S-P GGATTCTGTTGGCTGCGACAAATGTAGAC  
SpEa-C355S-M GCAGCCAACAGAATCCATTATGCG  
SpEa-C358S-P GTTGGCAGCGACAAATGTAGACTTTGG  
SpEa-C358S-M CATTTGTCGCTGCCAACACAATCC  
SpEa-C361S-P GACAAAAGTAGACTTTGGGGAAAAGTTC  
SpEa-C361S-M CCAAAGTCTACTTTTGTCGCAGCCAACACAATCC  
SpEb-C92S-P GGAATCCCGTTATAATCTTGATG  
SpEb-C92S-M CGGGATTCCTTATTAAATAGATTTAGTC  
SpEb-C102S-P GTTGCGTCTGGAAGTAGTGCATGC  
SpEb-C102S-M CTACTTCCAGACGCAACATTATCATC  
SpEb-C107S-P GTTGCAAGCAATGTTCTCGTAACTGATG  
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SpEb-C107S-M GAGAACATTGCTTGCACTACTTCCACACG  
SpEb-C212S-P CCAATCCTTGCCTGACTCTTCTGC  
SpEb-C212S-M GCAAGGATTGGTTGTAAATCATTTCCC  
SpEb-C390S-P GACTCTGTTGGTTGCGAACGCTGTCG  
SpEb-C390S-M GCAACCAACAGAGTCCATAAGTGCTGAAACTG  
SpEb-C393S-P GTTGGTTCCGAACGCTGTCGTTTGTGG  
SpEb-C393S-M GCGTTCGGAACCAACACAGTCCATAAGTGC  
SpEb-C396S-P CGAACGCTCTCGTTTGTGGG  
SpEb-C396S-M CCACAAACGAGAGCGTTCGCAACCAACACAGTCC  
ScPDI1-Sc-P1 CGCCGGCGACTAGTATGAAGTTTTCTGCTGGTGC SpeI 
ScPDI1-Sp-P1 CGCCGGCGCTCGAGATGAAGTTTTCTGCTGGTGC XhoI 
ScPDI1-(HA)-M1 GGTAAAAGATGCGGCCGCCCAATTCATCGTGAATGGC  
HA-(ScPDI1)-P1 GCCATTCACGATGAATTGGGCGGCCGCATCTTTTACC  
HA-(EcoRI)-M CGCCGGCGGAATTCTTATCAGCGGCCGCACTG EcoRI 
HA-(SpeI)-M CGCCGGCGACTAGTTTATCAGCGGCCGCACTG SpeI 
HA-(EcoRI/HDEL)-M CGCCGGCGGAATTCTTATCACAATTCATCGTGGCGGCCGCACTG EcoRI 
HA-(EcoRI/ADEL)-M CGCCGGCGGAATTCTTATCAAAGCTCATCGGCGCGGCCGCACTG EcoRI 
HA-(SpeI/HDEL)-M CGCCGGCGACTAGTTTATCACAATTCATCGTGGCGGCCGCACTG SpeI 
HA-(SpeI/ADEL)-M CGCCGGCGACTAGTTTATCAAAGCTCATCGGCGCGGCCGCACTG SpeI 
SpPDI1-Sc-P1 CGCCGGCGACTAGTATGAAGATTAGTAATTTGTTAGCAGCC SpeI 
SpPDI1-Sp-P1 CGCCGGCGCTCGAGATGAAGATTAGTAATTTGTTAGCAGCC XhoI 
SpPDI1-(HA)-M1 GGTAAAAGATGCGGCCGCCAAGCTCATCGGCCATTTCG  
HA-(SpPDI1)-P1 CGAAATGGCCGATGAGCTTGGCGGCCGCATCTTTTACC  
SpPDI2-Sc-P1 CGCCGGCGACTAGTATGAGATTACCTCTGCTGAG SpeI 
SpPDI2-Sp-P1 CGCCGGCGCTCGAGATGAGATTACCTCTGCTGAG XhoI 
SpPDI2-(HA)-M1 GGTAAAAGATGCGGCCGCCGTGATTACCAGGAAGGAAGG  
HA-(SpPDI2)-P1 CCTTCCTTCCTGGTAATCACGGCGGCCGCATCTTTTACC  
SpPDI3-Sp-P1 CGCCGGCGGTCGACATGCTCTTCCGTATTCCAAC SalI 
HA-(SpPDI3)-P1 CCAAATGACCTCTTATCAAAGATTAAAGGCGGCCGCATCTTTTACC  
SpPDI3-(HA)-M1 GGTAAAAGATGCGGCCGCCTTTAATCTTTGATAAGAGGTCATTTGG  
SpPDI1-(GFP)-M GGGCCCGCGGTACCAAGCTCATCGGCCATTTCG KpnI 
SpPDI2-(GFP)-M GTCCGGATGGATCCGTGATTACCAGGAAGGAAGG BamHI 
SpPDI3-Sp-P2 CGCCGGCGGAATTCATGCTCTTCCGTATTCCAAC EcoRI 
SpPDI3-(GFP)-M GGGCCCGCGGTACCTTTAATCTTTGATAAGAGGTCATTTGG KpnI 
SpERO1a-(GFP)-M GTCCGGATGGATCCGATTACTCTTGGGACATTAC BamHI 
SpERO1b-(GFP)-M GTCCGGATGGATCCTACGGAAGCAACTTCTGGAAACC BamHI 
ORF19D-Sp-P1 CGGGCGGCGTCGACATGGAGCCTCGCTTCTGG SalI 
ORF19D-(PHH)-M GGATCCACGCGGAACCAGGACGAGCGGGCGCACC  
PHH (ORF19D) P GGTGCGCCCGCTCGTCCTGGTTCCGCGTGGATCC  
HA-HIS-SP-M2 CGCGCCGGAGATCTCTATTAGTGGTGGTGATGGTGG BglII 
ORF19D -C43S-P CTGCTCCACGCTGCCCTCCATCGCGTGCCGACGAC  
ORF19D -C43S-M GTCGTCGGCACGCGATGGAGGGCAGCGTGGAGCAG  
ORF19D -C46S-P CGCTGCCCTGCATCGCGTCCCGACGACACGCCACC  
ORF19D -C46S-M GGTGGCGTGTCGTCGGGACGCGATGCAGGGCAGCG  
ORF19D -C43/6S-P CTGCTCCACGCTGCCCTCCATCGCGTCCCGACGACACGCCACC  
ORF19D -C43/6S-M GGTGGCGTGTCGTCGGGACGCGATGGAGGGCAGCGTGGAGCAG  
ORF19D -C30S-P   CCGCGACCTCGAGCGCTCCAAGCGGCAGCTGTACG  
ORF19D-C30S-M CGTACAGCTGCCGCTTGGAGCGCTCGAGGTCGCGG  
ADH1-prom* GCTATACCAAGCATACAATC  
ADH-rev* GGAGGGCGTGAATGTAAGCG  
GPD-for* GACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTG  
Nmt1-for* AGGAATCCTGGCATATCATC  
Nmt1-rev* TGCAGCTTGAATGGGCTTCC  
Kan-Prom-M-Seq* GGTGACCCGGCGGGGACGAGGCAAGC  
Kan-Term-P-Seq* GCTGTCGATTCGATACTAACGCCGCCATCC  
PDI1-int-Seq* AAAGCGGTTTGCCTTTGGG   
Sc-ERO1-Seq* GGTTTCCATGCCTCTATCG  
Sp-ERO1a-Seq* CTCCATCTGTTGCTTGCC  
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Sp-ERO1b-Seq* CTGGCTACTCAGGCCCGC  
 
3.1.6 Escherichia coli (E. coli)-Stamm 
Als Wirtsstamm für Vektoren wurde der Laborsicherheitsstamm DH5α (BRL) verwendet. 
 
 Genotyp: Φ80dlacZ∆Μ15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK- , mK+), 
   supE44, relA1, deoR, ∆(lacZYA-argF)U169 
 
3.1.7 Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)-Stämme 
 
Stamm Genotyp Referenz 




CKY559 MATa, ero1-1, ura3-52, leu2-3, 112 Frand and 
Kaiser, 1998 
 
3.1.8 Schizosaccharomyces pombe (S. pombe)-Stämme  
 
Stamm Genotyp Referenz 
HE370 h90, ura4-D18 H. Schmidt, 
Braunschweig 
L972 h- Leupold, 1950 
L975 h+ „ 
1845 h-, ade6-M210 
1846 h+, ade6-M210 
J. Kohli, 
Bern 
1849 h-, ade6-M216 „ 
1850 h+, ade6-M216 „ 
KK2 h-, his7+::KanR diese Arbeit 
KK4 h-, ura4+::KanR „ 
KK5 h+, ura4::KanR „ 
KK6 h-, lys3+::KanR „ 
KK7 h+, lys3+::KanR „ 
KK8 h-, his+::KanR, ura4+::KanR „ 
KK10 h-, lys3+::KanR, ura4+::KanR „ 
KK17 h-, Sp-ero1a+-CTAP-KanR „ 
KK18 h+, Sp-ero1a+-CTAP-KanR „ 
KK19 h-, Sp-ero1b+-CTAP-KanR „ 
KK20 h+, Sp-ero1b+-CTAP-KanR „ 
EG900 h+, his7-366, leu1-32, ura4-D18, adeM210 
EG901 h-, his7-366, leu1-32, ura4-D18, adeM216 
P. Sunnerhagen, 
Göteborg 
HE620 h+S, leu1-32, ura4-D18 H. Schmidt, 
Braunschweig 
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3.1.9 Parapoxvirus ovis (PPVO) 
Es wurde mit genomischer DNA der PPVO-Stämme D 1701 und NZ2, welche 




3.1.10.1 Kultivierung von E. coli 
Die Selektion von Transformanden erfolgte unter Verwendung des Antibiotikums Ampicillin 
(100 µg/ml Endkonzentration). 
 
LB-Medium:  0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
 1,0 % (w/v) Trypton  
 1,0 % (w/v) NaCl  
 2,0 % (w/v) Agar (für LB-Platten) 
    
SOC-Medium: 10,0 mM NaCl   
    2,5 mM KCl   
 10,0 mM MgCl2   
 10,0 mM MgSO4   
 20,0 mM Glucose  
 2,0 % (w/v) Trypton   
 0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
 
3.1.10.2 Kultivierung von S. cerevisiae 
 
Vollmedium (YPD): 1,0 % (w/v) Hefeextrakt  
 2,0 % (w/v) Pepton  
 2,0 % (w/v) Glucose  
 2,0 % (w/v) Agar (für YPD-Platten) 
    
Bei der Verwendung von G418 (Geneticin, Sigma) als Selektionsmarker wurde dieses in 
einer Endkonzentration von 200 mg/l zugesetzt. 
 
Minimalmedium  1,7 g/l YNB (ohne AS und Ammoniumsulfat) 
(MM): 5,0 g/l Ammoniumsulfat  
 2,0 % (w/v) Glucose  
 2,0 % (w/v) Agar (für MM-Platten) 
    
 Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe eines 100x 
konzentrierten Supplementmixes, bei dem die Komponente, auf die 
selektiert wurde, fehlte. 
    
100x Supplementmix:   6 g/l Adenin  
   2 g/l L-Arginin  
 10 g/l L-Asparaginsäure  
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 10 g/l L-Glutaminsäure  
   6 g/l L-Histidin  
   3 g/l L-Isoleucin  
   6 g/l L-Leucin  
   4 g/l L-Lysin  
   2 g/l L-Methionin  
   5 g/l L-Phenylalanin  
 20 g/l L-Serin  
 20 g/l L-Threonin  
   4 g/l L-Tryptophan  
   3 g/l L-Tyrosin  
 15 g/l L-Valin  
   3 g/l Uracil  
    
Sporulationsmedium: 1,0 % Kaliumacetat   
 0,1 % Trypton   
 0,05 % Glucose   
 2,0 % Agar    
  je nach Bedarf wurden die entsprechenden 
Supplemente zugesetzt 
 
3.1.10.3 Kultivierung von S. pombe 
 
Vollmedium (YEL): 0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
 3,0 % (w/v) Glucose  
 1 ml/l A3a  
 1 ml/l A3b  
 100 mg/l L-Leucin  
   50 mg/l L-Lysin  
   50 mg/l L-Prolin  
 100 mg/l Uracil  
 2,0 % (w/v) Agar (für YEA-Platten) 
    
Bei der Verwendung von G418 (Geneticin, Sigma) als Selektionsmarker wurde dieses in 
einer Endkonzentration von 100 mg/l zugesetzt. 
 
Minimalmedium  3,0 % (w/v) Glucose 
(MML), pH 6,5: 100 ml/l A2  
 1 ml/l A3a  
 1 ml/l A3b  
 2,0 % (w/v) Agar (für MMA-Platten) 
    
 Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe eines 100x 
konzentrierten Supplementmixes, bei dem die Komponente, auf die 
selektiert wurde, fehlte. 
    
Lösungen für Minimalmedium:   
A1 500 mg/l H3BO4   
   40 mg/l        CuSO4 x 5 H2O  
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 110 mg/l KI  
 200 mg/l FeCl3 x 6 H2O  
 530 mg/l MnSO4 x 1 H2O  
 160 mg/l        H2MoO3 x 2 H2O  
 200 mg/l  ZnCl2 (bzw. 400 mg/l ZnSO4 x 7 H2O) 
    
A2: 10 g/l KH2PO4  
   5 g/l MgSO4 x 7 H2O  
   1 g/l NaCl   
 10 ml/l           A1  
   1,06 g/l CaCl2 x 2 H2O  
 50 g/l (NH4)2SO4   
    
Lösungen für Minimal- und Vollmedium:   
A3a:   1 g/l Calciumpantothenat  
 10 g/l Nicotinsäure   
 10 g/l Meso-Inositol   
    
A3b: 10 mg/l Biotin  
 50 % (v/v) Ethanol  
    
Sporulationsmedium   30 g/l Malz Extrakt  
(MEA), pH 6,5:   25 g/l Agar  
   75 mg/l Adenin  
 100 mg/l L-Histidin  
   50 mg/l L-Leucin  
   50 mg/l L-Lysin  
   50 mg/l L-Prolin  
 100 mg/l Uracil  




3.1.11 Untersuchung des Wachstums von Hefen in Gegenwart von DTT 
Je 2×106 Zellen der frühen Log-Phase (OD600 nm 0,5 – 0,8) wurden auf Minimalmedium 
ausplattiert. Die DTT Sensitivität wurde getestet, indem ein mit 10 µl 3 M DTT-Lösung 
benetztes steriles Filterplättchen von 6 mm ∅ aufgelegt wurde. Die durchschnittliche Zone der 
Wachstums-hemmung wurde nach 2 d Inkubation bei 30°C aus 3 unabhängigen Versuchen 
bestimmt. 
Die DTT-Sensitivität wurde in Flüssigkulturen durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm 
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3.1.12 Häufig verwendete Puffer 
 
TE: 10 mM  Tris-HCl (pH 8,0) 
  1 mM  EDTA (pH 8,0) 
    
TBE: 90 mM  Tris 
 90 mM  Borsäure 
 2,5 mM  EDTA (pH 8,0) 
    
TBS: 137 mM   NaCl 
   20 mM  Tris-HCl (pH 7,4) 
    
TBS/T: 137 mM   NaCl 
   20 mM  Tris-HCl (pH 7,4) 
 0,1 % (v/v)  Tween 20 
    
PBS: 140 mM  NaCl 
 2,7 mM  KCl 
 10,1 mM  Na2HPO4
 1,8 mM  KH2PO4 (pH 7,3) 
 
3.1.13 Vektoren und Plasmide 
3.1.13.1 Vektoren 
 
Vektoren Promotor Genetische Marker Referenz 




pFA6a-kanMX6 TEF AmpR, Kanamycin- und 
Geneticin-(G418) resistenzgen 




TEF AmpR, Kanamycin- und 
Geneticin-(G418) resistenz-
gen, 13Myc-Epitop 
Longtine et al., 
1998 
p415-ADH ADH AmpR, LEU2, CEN-ARS 
p416-ADH ADH AmpR, URA3, CEN-ARS 
Mumberg et al., 
1995 
p424-ADH ADH AmpR, TRP1, 2 µ „ 
p425-ADH ADH AmpR, LEU2, 2 µ „ 
p426-ADH ADH AmpR, URA3, 2 µ „ 
p425-GPD GPD AmpR, LEU2, 2 µ „ 
p426-GPD GPD AmpR, URA3, 2 µ „ 




TEF AmpR, Kanamycin- und 
Geneticin-(G418) 
resistenzgen, TAP-Kassette 
Tasto et al., 2001 
pREP4X nmt1+, stark AmpR, ura4+ Forsburg, 1993 
pJR2-3XU nmt1+, stark AmpR, ura4+
pJR2-41XU nmt1+, moderat AmpR, ura4+
Moreno et al., 
2000 
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pJR2-3XU nmt1+, schwach AmpR, ura4+ „ 
pJR2-3XL nmt1+, stark AmpR, LEU2 „ 
pJR2-41XL nmt1+, moderat AmpR, LEU2 „ 
pJR2-3XL nmt1+, schwach AmpR, LEU2 „ 
 















































pJR2-3XU-Orf19-PHH Orf19-PHH (Proteseschnittstellen-3HA-10His) 
pJR2-3XU-Orf19-C30S-PHH Orf19-C30S-PHH 
pJR2-3XU-Orf19-C43S-PHH Orf19-C43S-PHH 





3.2 Genetische Methoden 
3.2.1 Kreuzung von S. cerevisiae-Stämmen und Tetradenanalyse 
Auf einer Minimalmediumplatte (+ entsprechenden Supplementen) wurden Zellen zweier 
Hefestämme vermischt und nach 2 d auf Sporulationsmedium (+ entsprechenden 
Supplementen) gebracht. Nach weiteren 3 d wurde Zellmaterial in 50 µl sterilem Wasser 
resuspendiert, mit Zymolyase 20T versetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die 
Tetradenanalyse erfolgt mit Hilfe eines Mikromanipulators. 
 
3.2.2 Kreuzung von S. pombe-Stämmen und Tetradenanalyse 
Die zu kreuzenden Stämme wurden für 3 d bei 30°C auf YEA-Platten angezogen, vermischt 
und anschließend auf Sporulationsmedium (MEA) überführt. Die Kreuzungen wurden 3d bei 
30°C inkubiert und durch Tetradenanalyse oder das Ausplattieren freier Ascosporen 
ausgewertet. Für die Tetradenanalyse wurde Zellmaterial der jeweiligen Kreuzungsmischung 
vorsichtig so ausgestrichen, dass Asci vereinzelt wurden und für mindestens eine Stunde bei 
30°C inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Sporen mit einem Mikromanipulator vereinzelt. 
Beim Ausplattieren freier Ascosporen wurde der Kreuzungsansatz für 30 min bei 30°C mit 30 
% Ethanol inkubiert, um vegetative Zellen abzutöten. Nach entsprechender Verdünnung wurden 
die Sporen auf geeigneten Nährböden ausplattiert. 
 
3.2.2.1 Erzeugung der Stämme KK8 und KK10 
Um mehrfach auxotrophe Deletionsstämme zu erhalten, wurden die Stämme KK2 und KK5, 
sowie KK4 und KK7 gekreuzt und anschließend einer Tetradenanalyse unterzogen. Nach 
Bestimmung des Phänotypes (Wachstumstest, diagnostische PCR und Southern Blot 
Hybridisierung) wurde je eine Kolonie ausgewählt und als KK8 bzw. KK10 bezeichnet. 
 
3.2.3 Paarungstyptest von S. pombe 
Die Paarungstypen heterothallischer S. pombe-Stämme wurde nach dem von Gutz (1974) 
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3.3 Molekularbiologische Methoden 
3.3.1 DNA-Isolierung 
3.3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli  
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus 2 ml ü.N.-Kulturen erfolgte verändert nach der 
alkalischen Lyse Methode (Birnboim and Doly, 1979). 
Die Präparation hochreiner Plasmid-DNA für die Sequenzierung wurde mit Hilfe des „Jetquick 
Plasmid Miniprep Spin Kit“ von GENOMED nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
 
3.3.1.2 Isolierung genomischer DNA von S. cerevisiae 
Eine 12 ml ü.N.-Kultur wurde abzentrifugiert, in sterilem Wasser gewaschen und in 500 µl 
Lösung I resuspendiert. Anschließend wurden 5 µl Zymolyaselösung und 50 µl BME Lösung 
zugegeben, gut gemischt und für eine Stunde bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Danach 
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 3.000 x g für 10 min bei RT pelletiert. Es wurden 
500 µl Lösung II sowie 50 µl 10 % SDS zum Pellet hinzugefügt, gründlich gemischt und für 20 
min bei 65°C inkubiert. Anschließend wurden 200 µl 5 M Kaliumacetat hinzugefügt, gemischt 
und für 30 min auf Eis inkubiert. Der entstandene Niederschlag wurde bei RT für 3 min bei 
15.000 x g zentrifugiert und der Überstand sorgfältig in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Zur 
Fällung der DNA wurde der Überstand mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Vol 
abs. Ethanol versetzt. Das mit 70 % Ethanol gewaschene und unter Vakuum getrocknete Pellet 
wurde in mit RNase A versetztem TE-Puffer aufgenommen und für 1 h bei 37°C inkubiert. 
 
Lösung I:  0,9 M Sorbitol  
 0,1 M   Tris-HCl, pH 8,0  
 0,1 M EDTA, pH 8,0  
    
Lösung II: 50 mM Tris-HCl, pH 8,0  
 20 mM EDTA, pH 8,0  
    
0,28 M BME Lösung: 24,5 µl konzentriertes BME  
 ad 1 ml mit Lösung I  
    
Zymolyaselösung: 3 mg Zymolyase  
 ad 1 ml mit Lösung I  
 
3.3.1.3 Isolierung genomischer DNA von S. pombe 
Eine 8 ml ü.N.-Kultur wurde abzentrifugiert, in sterilem Wasser gewaschen und in 200 µl 
Puffer I resuspendiert. Danach wurden 0,3 g Glasperlen (∅ 0,5 mm) und 200 µl Phenol/ 
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Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) zugegeben und für 5 min gevortext. Anschließend 
wurden 200 µl TE zugegeben und gut mit dem Lysat gemischt. Die Zelltrümmer wurden bei RT 
für 10 min bei 20.000 x g abzentrifugiert und 350 µl des wässrigen Überstandes in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und erneut mit Phenol/Chloroform und danach mit 350 µl 
Chloroform extrahiert. Zur Fällung der DNA wurde der Überstand mit 1/10 Vol 3 M 
Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Vol abs. Ethanol versetzt. Das mit 70 % Ethanol gewaschene und 
unter Vakuum getrocknete Pellet wurde in mit 50 µg RNase A versetztem TE-Puffer 
aufgenommen und für 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die DNA mittels erneuter 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion und Ethanolfällung gereinigt und in 50 ml 
sterilem Wasser aufgenommen. 
 
Puffer I:  2 % (v/v) Triton X-100  
 1 % (w/v) SDS  
 100 mM NaCl  
   10 mM Tris-HCl (pH 8,0)  
     1 mM EDTA (pH 8,0)   
 
 
3.3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
3.3.2.1 Standard-PCR 
Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte in der Regel in 25 Zyklen mit 100 µl 
Ansätzen, die folgende Komponenten enthielten: 
 
20 - 60 ng Template 
je 2 pmol upstream und downstream Primer 
0.2 mM  pro dNTP 
1x  PCR-Puffer  
2,5 mM  MgCl2 (falls nicht im PCR-Puffer enthalten) 
2,5 U Polymerase 
 
 
3.3.2.2 Overlap Extension PCR  
Mit Hilfe der Overlap Extension PCR (Pogulis et al., 1996) wurden Fragmente ohne 
Verwendung von Restriktion und Ligation fusioniert, sowie Punktmutationen an beliebigen 
Stellen eines Gens eingeführt. 
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3.3.2.3 Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden mittels PCR 
Für die Southern-Hybridisierung kamen DIG-markierte DNA-Sonden zum Einsatz, die mittels 
PCR unter Verwendung des „PCR DIG Probe Synthesis“ Kits (Roche) nach Angaben des 
Herstellers synthetisiert wurden. 
 
3.3.3 Klonierung 
3.3.3.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen 
Zur Spaltung von DNA wurden pro 1 µg DNA mindestens 2 U Restriktionsenzym eingesetzt. 
Restriktionstemperaturen und Restriktionspuffer wurden gemäß den Angaben des Herstellers 
(Invitrogen) gewählt. PCR-Fragmente wurden im Allgemeinen für 2 Stunden, Plasmid-DNA für 
6 Stunden gespalten. 
 
3.3.3.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte über horizontale 0,8 - 2 %-
ige Agarosegele in 1x TBE bei 80 - 120 V. Zur Anfärbung der DNA wurde der Gellösung vor 
dem Erstarren 0,1 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Als Größenstandard diente EcoRI/HindIII- 
bzw. PstI-gespaltene λ-DNA. 
 
3.3.3.3 Gelelution von DNA-Fragmenten 
Nach der Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente unter langwelligem UV-
Licht (302 nm) ausgeschnitten. Die Elution der DNA aus dem Gel wurde mit dem ”JETQUICK 
Gel Extraction Spin Kit” von GENOMED nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. 
 
3.3.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten 
Das zu ligierende DNA-Fragment und die Vektor-DNA wurden in einem molaren Verhältnis 
von 4:1 gemischt, mit Ligasepuffer und 3U T4-DNA Ligase versetzt und mit sterilem Wasser 
auf 20 µl aufgefüllt. Die Ligationsansätze wurden 3 h bei RT oder ü.N. bei 13°C inkubiert. Vor 
der Transformation in E. coli wurden 5 µl des Ligationsansatzes mit einer MILLIPORE VS 
Membran (Porendurchmesser 0,0025µm) 10 bis 15 min gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
 
3.3.4 DNA-Sequenzierung 
Die korrekte Sequenz aller klonierter Allele wurde durch die DNA-Sequenzierung nach der 
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) wie bei Krause-Buchholz (2000) beschrieben 
verifiziert. 
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3.3.5 Transformation 
3.3.5.1 Transformation von E. coli 
3.3.5.1.1 Präparation elektrokompetenter E. coli Zellen 
400 ml LBB wurde mit 1/100 Volumen einer frischen ü.N.-Kultur angeimpft. Nach Erreichen 
einer  OD600 von 0,5 bis 0,8 wurden die Kulturen auf Eis für 15 - 30 min gekühlt und 
anschließend mit 4.000 x g bei 4°C für 15 min abzentrifugiert. Nach 2x Waschen mit eiskaltem 
sterilem Wasser wurde 1x mit 20 ml sterilem 10 %-igen Glycerol gewaschen. Die Zellen 
wurden in 2 ml 10 %-igem Glycerol resuspendiert und in 40 µl-Aliquots bei -70°C gelagert. 
  
3.3.5.1.2 Transformation von E. coli durch Elektroporation 
Zu 40 µl elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 1 bis 5 µl DNA zugegeben, gut gemischt 
und in eine vorgekühlte 0,2 cm Elektroporationsküvette gegeben. Mit Hilfe des Gene Pulser II 
(Bio-Rad) wurde ein Impuls (25 µF, 200 Ω, 2,5 kV) ausgelöst. Anschließend wurde sofort 1 ml 
SOC Medium in die Küvette gegeben und die Zellen bei 37°C für eine Stunde inkubiert. Nach 
Ausplattieren des Ansatzes auf LBamp-Platten erfolgte ü.N. eine Inkubation bei 37°C.  
 
3.3.5.2 Transformation von Hefe 
Zur Transformation von Hefe wurden 1,5 ml einer 5 ml ü.N.-Kultur abzentrifugiert und das 
Pellet in 10 µl einzelsträngiger Heringssperma-DNA (2 mg/ml) resuspendiert. Nach Zugabe von 
2 - 5 µl der gewünschten DNA und 500 µl PEG/LiAcetat wurde der Ansatz gut gemischt und 
für 15 min bei 30°C inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte für 10 min bei 42°C. Die Zellen 
wurden anschließend geerntet, in 150 µl sterilem HPLC-Wasser resuspendiert und auf 
Selektivmedium ausplattiert. 
 
PEG/LiAcetat:   0,1 M LiAcetat  
 10 mM Tris-HCl, pH 5,5  
   1 mM EDTA, pH 8,0  
 40 %  PEG 3350  
 
3.3.6 Erzeugung der Stämme KK2, KK4, KK5, KK6 und KK7 
Die OEP wurde genutzt, um die Deletionskassetten für his7+, ura4+ und lys3+ zu erzeugen. 
Hierfür wurden je 250-500 bp große Fragmente aus den 5´ und 3´-seitig flankierenden 
Bereichen der entsprechenden ORFs mit dem kanMX6-Gen, welches Resistenz gegenüber dem 
Antibiotikum G418 vermittelt, fusioniert. Die resultierenden PCR-Fragmente wurden in die S. 
pombe Stämme L972 bzw. L975 transformiert. Die erhaltenen Transformanden wurden mit 
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Hilfe von Wachstumstests, diagnostischer PCR und Southern Blot Hybridisierung verifiziert 
und wie angegeben bezeichnet. Tabelle 1 gibt einen Überblick über die hierfür verwendeten 
Primer und Templates. 
 









1 His7-Prom-P1/His7-Prom-M1 gen. DNA L972 
2 Kan-(His7)-P1/Kan-(His7)-M1 pFA6akanMX6 
KK2       L972 




1 Ura4-Prom-P1/Ura4-Prom-M1 gen. DNA L972 
2 Kan-(Ura4)-P1/Kan-(Ura4)-M1 pFA6akanMX6 
KK4       L972 
KK5       L975 




1 SpLys3-Prom-P1/SpLys3-Prom-M1 gen. DNA L972 
2 Kan-(SpLys3)-P1/Kan-(SpLys3)-M1 pFA6akanMX6 
KK6      L972 
KK7      L975 





3.3.7 Erzeugung der Stämme KK17, KK18, KK19 und KK20  
Die für die C-terminale Fusion verwendete CTAP-Kan-Kassette, die für ein Calmodulin-
Bindepeptid, eine TEV-Protease-Spaltstelle (Protease aus dem Tobacco etch virus) und vier 
IgG-Bindemotiven des Protein A aus Staphylococcus aureus kodiert (Rigaut et al., 1999), 
wurde unter Verwendung des Vektors p2021 als Template (Tasto et al., 2001) und der Primer 
CTAP-KAN-P und CTAP-KAN-M PCR-amplifiziert. 
Genomische DNA des S. pombe Stammes L972 wurde verwendet, um ein internes DNA-
Fragment (Position von +1052 bis +1401 relativ zum AUG Startcodon) von Sp-ero1a+  
(SPBC4F6.16c) und ein 302 bp DNA-Fragment der 3´-flankierenden Region of SPBC4F6.16c 
beginnend 27 bp downstream des TAA Stop Codons, zu amplifizieren. Die hierfür verwendeten 
Primerpaare waren SpERO1a-int-P/SpERO1a-int(TAP)-M sowie SpERO1a-(TAP)-term-
P/SpERO1a-Term-M. Die drei Fragmente wurden mittels OEP (3.3.2.2) fusioniert und in die 
Stämme L972 bzw. L975 transformiert. Resistenz gegenüber dem Antibiotikum G-418 wurde 
genutzt, um auf Transformanden, die Sp-ero1a+-TAP als chromosomal vorliegendes single copy 
Fusionskonstrukt unter der Kontrolle des eigenen Promotors, zu selektieren. Je eine der 
entsprechenden Transformanden wurde ausgewählt und als KK17 bzw. KK18 bezeichnet. 
Die gleiche Strategie wurde angewandt, um S. pombe-Stämme zu erzeugen, welche eine TAP-
getaggte Version von Sp-ero1b+ (SPCC1450.14c) tragen. In diesem Falle wurde ein ORF-
internes Fragment (Position +1427 bis +1831) und ein 395 bp Fragment, beginnend 30 bp 
downstream des TAA Stop Codons mit unter Verwendung der Primerpaare SpERO1b-int-
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P/SpERO1b-int(TAP)-M und SpERO1b-(TAP)-term-P/SpERO1b-Term-M amplifiziert. Die 
drei entsprechenden Fragmente wurden mittels OEP fusioniert und in die Stämme L972 bzw. 
L975 transformiert, um das entsprechende Wildtyp-Allel auszutauschen. Je eine der 
entsprechenden Transformanden wurde ausgewählt und KK19 bzw. KK20 genannt. 
Alle so konstruierten Stämme wuchsen auf Voll- und Minimalmedium vergleichbar wie die 
entsprechenden Wildtypstämme, was dafür spricht, dass die getaggten Proteine funktionell sind. 
 
3.3.8 Klonierung der HA-Fusionen von viralem VEGF in Expressionsvektoren von 
S. cerevisiae und S. pombe 
Um das virale VEGF (vVEGF) sowie die Lysin zu Arginin-Variante des vVEGF C-terminal mit 
einer Spaltstelle für die Protease Faktor Xa und einem Triple-HA-Tag zu versehen, wurde die 
OEP (3.3.2.2) genutzt. Die erhaltenen finalen PCR-Produkte wurden in p424ADH (für die 
Expression in S. cerevisiae) bzw. pREP4X (für die Expression in S. pombe) kloniert. Die 
Tabelle 2 gibt einen Überblick über verwendete Primer und Templates. 
 
Tab. 2 Übersicht über verwendete Primer und Templates zur Klonierung der HA-Fusionen von viralem VEGF 
 




1 VEGF-P3 (+K)/VEGF-(Xa-HA)-M genomische DNA 
von PPVO D1701 
vVEGF[K2]-HA 
für S. cerevisiae 




1 VEGF-P2/VEGF-(Xa-HA)-M genomische DNA 
von PPVO D1701 
vVEGF[K2R]-HA 
für S. cerevisiae 





für S. pombe 
  p424ADH 
vVEGF[K2]-HA VEGF-P2-SP (+K) / HA-M3 
vVEGF[K2R]-HA 
für S. pombe 
  p424ADH 
vVEGF[K2R]-HA VEGF-P-SP / HA-M3 
 
3.3.9 Klonierung der HA-Fusionen sowie der Cystein  Serin Punktmutationen von 
viralem Orf19 in einen S. pombe Expressionsvektor  
Um das virale Orf19 sowie die Cystein  Serin-Varianten von Orf19 C-terminal mit einer 
Spaltstelle für die Protease Faktor Xa und einem Triple-HA-Tag zu versehen, wurde die OEP 
(3.3.2.2) genutzt. Die erhaltenen finalen PCR-Produkte wurden in pREP4X kloniert. Tabelle 3 
gibt einen Überblick über verwendete Primer und Templates. 
 
Tab. 3 Übersicht über verwendete Primer und Templates zur Klonierung der HA-Fusionen sowie der  
Cystein  Serin Punktmutationen von viralem Orf19 
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1 ORF19D-Sp-P1/ORF19D-(PHH)-M genomische DNA 
von PPVO D1701 
Orf19-PHH 





Orf19-C43S-PHH 1 ORF19D-Sp-P1/ORF19D-C43S-M 





























3.3.10 Klonierung von cMyc-Fusionen von Sp-ero1a+, Sp-ero1b+ und ScERO1  
Die OEP (3.3.2.2) wurde genutzt, um Sp-ero1a+, Sp-ero1b+ und ScERO1 C-terminal mit einem 
cMyc-Tag zu versehen. Die finalen PCR-Produkte wurden in p415ADH (für die Expression in 
S. cerevisiae) bzw. pJR2-3XU (für die Expression in S. pombe) kloniert und anschließend in die 
Vektoren p425ADH und p425GPD bzw. pJR2-41XU und pJR2-81XU umkloniert. Die Tabelle 
4 gibt einen Überblick über verwendete Primer und Templates. 
 
Tab. 4 Übersicht über verwendete Primer und Templates zur Klonierung von cMyc-Fusionen von  
Sp-ero1a+, Sp-ero1b+ und ScERO1 
 




1 SpERO1a-Sc-P/SpERO1a-(Myc)-M gen. DNA L972 Sp-ero1a+-5cMyc 




1 SpERO1a-Sp-P/SpERO1a-(Myc)-M gen. DNA L972 Sp-ero1a+-5cMyc 
für S. pombe 2 Myc-(SpERO1a)-P/Myc-(BglII)-M  
SpERO1a-Sp-P / 
Myc-(BglII)-M 
1 SpERO1b-Sc-P/SpERO1b-(Myc)-M gen. DNA L972 Sp-ero1b+-2cMyc 
für S. cerevisiae 2 Myc-(SpERO1b)-P/Myc-(PstI)-M  
SpERO1b-Sc-P / 
Myc-(PstI)-M 
1 SpERO1b-Sp-P/SpERO1b-(Myc)-M gen. DNA L972 Sp-ero1b+-2cMyc 
für S. pombe 2 Myc-(SpERO1b)-P/Myc-(SpeI)-M  
SpERO1b-Sp-P / 
Myc-(SpeI)-M 
1 ScERO1-Sc-P/ ScERO1-(Myc)-M2 gen. DNA CEN.PK2 ScERO1-2cMyc  
für S. cerevisiae 2 Myc-(ScERO1)-P/Myc-(PstI)-M  
ScERO1-Sc-P / 
Myc-(PstI)-M 
1 ScERO1-Sp-P/ ScERO1-(Myc)-M2 gen. DNA CEN.PK2 ScERO1-2cMyc  
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3.3.11 Klonierung der Cystein  Serin Punktmutationen von Sp-ero1a+ und Sp-
ero1b+ 
Die Cystein  Serin Punktmutationen wurden mittels OEP in die DNA-Sequenzen eingeführt. 
Die resultierenden Mutantenallele wurden in p415ADH kloniert. Folgende Tabelle gibt einen 
Überblick über die erzeugten Punktmutationen und die hierfür verwendeten Primer und 
Templates. 
 
Tab. 5 Übersicht über verwendete Primer und Templates zur Klonierung der Cystein  Serin 
Punktmutationen von Sp-ero1a+ und Sp-ero1b+ 
 
Konstrukt Mutagene Primer Flankierende Primer Template 




Sp-ero1a+-C78S-cMyc SpEa-C78S-P/SpEa-C78S-M „ „ 
Sp-ero1a+-C83S-cMyc SpEa-C83S-P/SpEa-C83S-M „ „ 
Sp-ero1a+-C168S-cMyc SpEa-C168S-P/SpEa-C168S-M „ „ 
Sp-ero1a+-C355S-cMyc SpEa-C355S-P/SpEa-C355S-M „ „ 
Sp-ero1a+-C358S-cMyc SpEa-C358S-P/SpEa-C358S-M „ „ 
Sp-ero1a+-C361S-cMyc SpEa-C361S-P/SpEa-C361S-M „ „ 




Sp-ero1b+-C102S-cMyc SpEb-C102S-P/SpEb-C102S-M „ „ 
Sp-ero1b+-C107S-cMyc SpEb-C107S-P/SpEb-C107S-M „ „ 
Sp-ero1b+-C212S-cMyc SpEb-C212S-P/SpEb-C212S-M „ „ 
Sp-ero1b+-C390S-cMyc SpEb-C390S-P/SpEb-C390S-M „ „ 
Sp-ero1b+-C393S-cMyc SpEb-C393S-P/SpEb-C393S-M „ „ 
Sp-ero1b+-C396S-cMyc SpEb-C396S-P/SpEb-C396S-M „ „ 
 
3.3.12 Klonierung von 3xHA Fusionen von Sp-pdi1+, Sp-pdi2+, Sp-pdi3+ und ScPDI1  
Um Sp-pdi1+, Sp-pdi2+, Sp-pdi3+ und ScPDI1 C-terminal mit einem 3xHA-Tag zu versehen, 
wurde die OEP genutzt. Die erhaltenen finalen PCR-Produkte wurden in p416ADH (für die 
Expression in S. cerevisiae) bzw. pJR2-41XL (für die Expression in S. pombe) kloniert. Tabelle 
6 gibt einen Überblick über verwendete Primer und Templates. 
 
Tab 6 Übersicht über verwendete Primer und Templates zur Klonierung von 3xHA Fusionen von  
Sp-pdi1+, Sp-pdi2+, Sp-pdi3+ und ScPDI1 
 




1 SpPDI1-Sc-P1/SpPDI1-(HA)-M1 gen. DNA L972 Sp-pdi1+-HA 
für  
S. cerevisiae 
2 HA-(SpPDI1)-P1/HA-(EcoRI)-M YEp351/3xHA 
SpPDI1-Sc-P1 /  
HA-(EcoRI)-M 
1 SpPDI1-Sp-P1/SpPDI1-(HA)-M1 gen. DNA L972 Sp-pdi1+-HA 
für S. pombe 2 HA-(SpPDI1)-P1/HA-(SpeI/ADEL)-M YEp351/3xHA 
SpPDI1-Sp-P1 / HA-
(SpeI/ADEL)-M 
1 SpPDI2-Sc-P1/SpPDI2-(HA)-M1 gen. DNA L972 Sp-pdi2+-HA 
für  
S. cerevisiae 
2 HA-(SpPDI2)-P1/HA-(EcoRI)-M YEp351/3xHA 
SpPDI2-Sc-P1 /  
HA-(EcoRI)-M 
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1 SpPDI2-Sp-P1/SpPDI2-(HA)-M1 gen. DNA L972 
2 HA-(SpPDI2)-P1/HA-(SpeI)-M YEp351/3xHA 
Sp-pdi2+-HA 
für S. pombe 
2  YEp351/3xHA 
SpPDI2-Sp-P1 /  
HA-(SpeI)-M 
1 SpPDI3-Sp-P1/SpPDI3-(HA)-M1 gen. DNA L972 Sp-pdi3+-HA 
für S. pombe 2 HA-(SpPDI3)-P1/HA-(SpeI)-M YEp351/3xHA 
SpPDI3-Sp-P1 / 
HA-(SpeI)-M 
1 ScPDI1-Sc-P1/ScPDI1-(HA)-M1 gen. DNA CEN.PK2 ScPDI1-HA für  
S. cerevisiae 2 HA-(ScPDI1)-P1/HA-(EcoRI)-M YEp351/3xHA 
ScPDI1-Sc-P1 / 
HA-(EcoRI)-M 
1 ScPDI1-Sp-P1/ScPDI1-(HA)-M1 gen. DNA CEN.PK2 ScPDI1-HA für  
S. pombe 2 HA-(ScPDI1)-P1/HA-(SpeI)-M YEp351/3xHA 
ScPDI1-Sp-P1 /  
HA-(SpeI)-M 
 
3.3.13 Southern Blot Hybridisierung 
Zum Transfer von DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran wurde die Methode des 
Kapillartransfers angewendet (Southern, 1975). Die Hybridisierung der immobilisierten DNA 
mit DIG-markierten DNA-Sonden und die anschließende immunologische Detektion erfolgten 
nach Angaben des Herstellers (Roche). Als Substrat für die AP-katalysierte Nachweisreaktion 
diente CDP-StarTM. 
 
3.4 Biochemische Methoden 
3.4.1 Proteinextraktion und subzelluläre Fraktionierung 
Zellen der frühen exponentiellen Phase (OD600 nm 0,5 – 0,8) wurden durch Zentrifugation (5 
min, 4.000 x g, 4°C) geerntet, mit Wasser gewaschen und anschließend in 1 ml TMS-Puffer 
resuspendiert. Nach Zugabe 500 µl Glasperlen (∅ 0,2-0,45 mm) erfolgte der Zellaufschluss 
durch 5-minütiges Vortexen. Anschließend wurden die Glasperlen sowie die Zelltrümmer und 
nicht aufgebrochene Zellen durch Zentrifugation bei 4.000 x g für 5 min bei 4°C sedimentiert. 
Der erhaltene Überstand wurde einer Zentrifugation bei 13.000 x g für 15 min bei 4°C 
unterzogen und resultierte in einem “low speed” Pellet (P13), welches Membranstrukturen 
(Mitochondrien, ER, Golgi) enthielt und einem „low speed“ Überstand (S13), welcher die 
cytoplasmatische Fraktion darstellt. Die S13 Fraktion wurde bei 100.000 x g für 1 h bei 4°C 
zentrifugiert, um “high speed” Pellet (P100, Mikrosomen) und Überstand (S100, Cytosol) 
Fraktionen zu erhalten. Die resultierenden Fraktionen wurden mit TCA präzipitiert, 2x mit 
Aceton gewaschen und mittels Western Blot analysiert. 
Um die biochemische Natur der Pelletfraktionen weiter zu untersuchen, wurden je 100 µg der 
P13 Fraktion in einem der folgenden Puffer resuspendiert: 0,2 M Na2CO3 (pH 11,3; Fujiki et 
al., 1982), 1 M KCl, 3 M Harnstoff, 1 % Triton X-100, 1 % Dodecyl-β-D-Maltosid , 0,5 % N-
Laurylsarcosin (NLS) oder 0,1 % SDS. Nach Inkubation für 1 h bei 4°C wurden alle Proben 
durch Zentrifugation bei 100.000 x g für 1 h in eine lösliche (S) und eine unlösliche (I) Fraktion 
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separiert, mit TCA präzipitiert, 2x mit Aceton gewaschen und anschließend einem Western Blot 
(Harding et al., 1995) unterzogen. 
 
TMS-Puffer:   20 mM Tris-HCl, pH 7,5  
     5 mM MgCl2  
 250 mM Saccharose  
     1 mM AEBSF  
     1x PI-Mix (Roche)  
 
3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Alle Proteinbestimmungen wurden mit den DC-Protein-Assay-Reagenzien der Firma Bio-Rad 
nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
 
3.4.3 EndoH und EndoF Spaltung 
50 µg Protein der Proben wurden zu je 15 µl der entsprechenden 2x Puffer gegeben und für 2 h 
bei 37°C in Gegenwart von 2,5 mU Endoglycosidase H (EndoH, Roche) oder 40 mU 
Endoglycosidase F (EndoF, Roche) inkubiert. Zur Kontrolle wurden Reaktionen ohne Enzym 
durchgeführt.  
 
2x EndoH Puffer: 150 mM Natriumcitrat; pH 5,5  
 0,1 M 2-Mercaptoethanol  
    
2x EndoF Puffer: 100 mM Natriumacetat; pH 5,2  
 0,1 M 2-Mercaptoethanol  
 
3.4.4 Bestimmung des Oxidationsstatus von Proteinen 
Zur Analyse des Oxidationsstatus (Frand and Kaiser, 1999) wurden Zellen bis zur frühen 
exponentiellen Phase (OD600 nm 0,5 – 0,8) angezogen und anschließend in Minimalmedium auf 
eine Konzentration von 5 OD600 nm U/ml pro Probe eingestellt. 
Proben, die DTT enthielten, wurden bei 30°C (37°C bei Verwendung der ero1-1 Mutante) für 
30 min in Gegenwart von 20 mM DTT inkubiert. Anschließend wurde TCA zu einer 
Endkonzentration von 10 % zugegeben, die Suspension für 20 min auf Eis gegeben und die 
Zellen für 5 min bei 13.000 x g und 4°C abzentrifugiert, 2 x mit 80 % Aceton gewaschen und 
gut luftgetrocknet. Die Pellets wurden in 40 ml Puffer mit bzw. ohne 20 mM 4´-Acetamido-4´-
maleimidylstilbene-2,2´-Disulfonsäure (AMS; Molecular Probes) oder N-ethylmaleimid (NEM; 
Sigma) aufgenommen und der pH-Wert durch Zugabe von 1 M Tris-HCl (pH 8,3) bis zum 
Farbumschlag von gelb nach blau eingestellt. 
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Nach Zugabe von Glasperlen wurden die Zellen in der Kugelmühle für 3 x 1 min 
aufgeschlossen und für 15 min auf Eis belassen. Danach wurden die Proben für 20 min bei 
37°C inkubiert und für 2 min gekocht. Unlösliches Material wurde durch Zentrifugation 
entfernt, nicht reduzierender bzw. reduzierender Probenpuffer zugegeben und die Proben in 
Polyacrylamidgelen separiert. 
 
 Puffer:  80 mM Tris (pH 6,8) 
 1 %  SDS 
    1 mM AEBSF 
    1 x  PI-Mix 
  +/- 20 mM AMS   oder   
+/- 20 mM NEM 
 
3.4.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 
1970) in Mini-Elektrophoreseeinheiten (9,0 x 7,0 x 0,5 cm) der Fa. Hoefer. Es wurden 
Trenngele einer Konzentration von 10 %, 12 % bzw. 15 % Acrylamid verwendet. Der Gellauf 
erfolgte bei 15 mA, 80 V (Sammelgel) bzw. bei 30 mA, 120 V nach Einwandern der Proben in 
das Trenngel. Die Gele wurden wie folgt zusammenpipettiert: 
 
 Trenngel Sammelgel 
 8 % 10 % 12 % 15 % 4 % 
Acrylamidlösung (Acrylamid 30 %/ 
Bisacrylamid 0,8 % (Bio-Rad)) 
2,66 ml 3,35 ml 4,0 ml 5,0 ml 1,3 ml 
Aqua dest. 4,68 ml 4,0 ml 3,35 ml 2,35 ml 6,1 ml 
Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml - 
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCl, pH 6,8) - - - - 2,5 ml 
10 % (w/v) SDS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 
10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
TEMED 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 10 µl 
      
Gesamtvolumen 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 
 
 
Laufpuffer:    25 mM Tris  
 192 mM Glycin  
     0,1 % SDS  
    
6x SDS-Probepuffer: 300 mM Tris-HCl, pH 6,8  
   30 % (w/v) Glycerol  
   10 % (w/v) SDS  
     0,1 % (w/v) Bromphenolblau  
 100 mM DTT (frisch zugesetzt) 
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3.4.6 Coomassiefärbung von Proteinen im Gel 
Die Gele wurden für mind. 1 h in der Färbelösung inkubiert. Die Entfärbung des Hintergrundes 
erfolgte mit Entfärbelösung bis die Proteinbanden sichtbar wurden.   
 
Färbelösung: 42 % (v/v) Methanol  
 17 % (v/v) Essigsäure  
   0,1 % (w/v) Brillantblau G250  
    
Entfärbelösung: 30 % (v/v) Methanol  
   7 % (v/v) Essigsäure  
 
3.4.7 Western Blot (Semi-Dry) 
Für eine anschließende immunchemische Detektion wurden die Proteine nach erfolgter 
Trennung aufgrund ihrer Größe mittels SDS-PAGE im Semi-Dry-Blotverfahren (2 h, 1,5 
mA/cm2) auf eine PVDF Membran übertragen. Nach dem Transfer wurden die Proteine mittels 
Ponceau-Rot (0,5 % (w/v) in 1 % (v/v) Essigsäure) sichtbar gemacht. 
 
Transferpuffer: 192 mM Glycin  
   25 mM Tris  
     5 % (v/v) Methanol  
     0,1 % (w/v) SDS  
 
3.4.8 Immunchemischer Nachweis von Proteinen  
Die Blotmembran wurde 1 h bei RT oder ü.N. bei 4°C in Blockierungslösung (5 % (w/v) 
Magermilchpulver in TBS/T) und anschließend 1 h mit dem primären AK (siehe 3.1.4) 
inkubiert. Nach 3 x 15 min Waschen mit TBS/T erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit dem 
HRP-gekoppelten sekundären Antikörper (siehe 3.1.4). Nach erneutem Waschen erfolgte die 
Detektion unter Verwendung des ECLplus-Systems™ nach Angaben des Herstellers. 
 
3.4.9 Fluoreszenzmikroskopie 
Die zu analysierenden Zellen wurden bis zur frühen exponentiellen Phase (OD600 nm 0,5 - 0,8) 
angezogen und durch Zugabe von 1/3 vol 10 %-iger Formaldehydlösung und 30 sec später 
Glutaraldehyd (Endkonzentration 0.2 %) fixiert. Die Zellen wurden für 90 min bei 30°C im 
Schüttler inkubiert, danach bei 2.000 x g für 5 min abzentrifugiert und anschließend 3 x in 1 ml 
PEM gewaschen. Der Verdau der Zellwand erfolgte in 1 ml PEMS mit 1 mg Novozym und 0.5 
mg Zymolyase für 70 min bei 37°C. Die Zellen wurden 3 x in PEMS gewaschen und danach in 
1 ml 1 % Triton in PEM aufgenommen und für 2 min inkubiert. Es folgte ein Waschschritt in 1 
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ml PEM. Danach wurden die Zellen 3x in je 1ml frischer Natriumborhydridlösung (1 mg/ml) in 
PEM resuspendiert, 5 min inkubiert und abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen 3 x in 
PEM gewaschen, in Aliquots à 30 µl Zellpellets aufgeteilt und in 1 ml PEMBAL für 30 min bei 
RT unter leichtem Rotieren inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in 100 µl PEMBAL  
mit dem primären Antikörper (siehe 3.1.4) resuspendiert und für 16 h bei RT unter leichtem 
Rotieren inkubiert. Danach wurden die Zellen 3 x in PEMBAL gewaschen, in 1 ml PEMBAL 
resuspendiert und für 30 min bei RT unter leichtem Rotieren inkubiert. Im Anschluss daran 
wurden die Pellets in 50 µl sekundärem Antikörper (siehe 3.1.4) in PEMBAL aufgenommen 
und für 4 h bei RT unter leichtem Rotieren inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 3 x in 
PEMBAL gewaschen, in 100 µl PEMBAL resuspendiert und auf einen Poly-L-Lysin-
beschichteten Objektträger aufgebracht. Nach dem Antrocknen der Zellen wurden diese mit 
Mounting-Medium überschichtet, mit einem Deckglas abgedeckt und mit Nagellack versiegelt. 
Die Präparate wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (Zeiss) betrachtet. 
 
PEM: 100 mM  PIPES, pH 6.9 
 1 mM  EGTA 
 1 mM  MgSO4
    
PEMS: 100 mM  PIPES, pH 6.9 
 1 mM  EGTA 
 1 mM  MgSO4
 1 M  Sorbitol 
    
PEMBAL: 100 mM  PIPES, pH 6.9 
 1 mM  EGTA 
 1 mM  MgSO4
 0.1 M  L-Lysin 
 1 %  BSA (Globulin-frei) 
 0.1 %  Natriumazid 
    
Mounting- 50 %  Glycerol 
medium 1 µg/ml  DAPI 
 0.1 mg/ml  1, 4 - Phenylendiamin 
 0.1 M  Tris-HCl, pH 8,0 
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4 Ergebnisse 
4.1 Auswahl eines geeigneten Expressionssystems 
Die Bäckerhefe S. cerevisiae wurde bereits erfolgreich für die Produktion viral codierter 
Proteine zur pharmazeutischen Nutzung eingesetzt, z.B. für einen Impfstoff gegen Hepatitis B 
(Valenzuela et al., 1982). Im Gegensatz dazu kommt die Spalthefe S. pombe für die 
biotechnologische Produktion von Proteinen weniger häufig zum Einsatz, obwohl diese nicht 
pathogene Hefe einige Eigenschaften aufweist, die, im Vergleich zu S. cerevisiae, eher die von 
Säugerzellen widerspiegeln (Giga-Hama, 1997). Beispielsweise besitzt S. pombe eine 
Galactosyltransferaseaktivität, die die post-translationale Anheftung von Galactoseresten, 
ähnlich wie in Säugerzellen, erlaubt (Dibenedetto and Cozzani, 1975; Chappell and Warren, 
1989; Ballou et al., 1994). 
Aufgrund der großen evolutionären Distanz zwischen S. cerevisiae und S. pombe (Sipiczki, 
1995; Hedges, 2002) könnten einige Parameter, die für die biotechnologische Herstellung von 
Fremdproteinen entscheidend sind, signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Hefen 
aufweisen. Derzeit liegen über die Determinanten der Proteinstabilität in S. pombe lediglich 
limitierte Informationen vor. Wie auch in S. cerevisiae wurde Ubiquitinylierung von Proteinen, 
die eine Voraussetzung für den proteasomalen Abbau (Chau et al., 1989; Hershko and 
Ciechanover, 1992) darstellt, beobachtet. Um experimentelle Daten bezüglich der „N-end rule“ 
abhängigen Ubiquitinylierung in S. pombe zu erlangen, wurde in der vorliegenden Arbeit der 
vaskuläre epitheliale Wachstumsfaktor (vVEGF) aus Parapoxvirus ovis (PPVO; Lyttle et al., 
1994; Rziha et al., 1999) als Modellprotein zur Identifikation möglicher Unterschiede in der 
Ubiquitin-abhängigen Proteolyse in den beiden Hefen verwendet. VEGFs aus Säugerzellen sind 
glycosylierte Proteine (Claffey et al., 1995), die eine wichtige Funktion in der Regulation der 
normalen und pathologischen Angiogenese übernehmen (Übersicht: Ferrara and Davis-Smyth, 
1997). Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass eine Anzahl von PPVO 
Virusstämmen für VEGF-ähnliche Proteine kodieren, die vermutlich von übernommenen 
Wirtsgenen abstammen (Meyer et al., 1999; Wise et al., 1999). Die erstgenannten Autoren 
berichteten über die heterologe Expression des VEGF-ähnlichen Proteins des Stammes D1701 
in Säugerzellen sowie in E. coli. Beide Proteine waren in der Lage Homodimere auszubilden. 
Ihre Funktionalität wurde in einer Reihe biologischer Assays, unter anderem der Stimulation der 
Gewebsfaktorfreisetzung und der Bindung an den VEGF Rezeptor-2, demonstriert. 
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4.1.1 Expression von vVEGF[K2] in S. cerevisiae und S. pombe 
Das Parapoxvirus ovis-kodierte vVEGF Gen wurde PCR-amplifiziert und in Expressions-
vektoren für S. cerevisiae und S. pombe wie in Material und Methoden angegeben kloniert. Als 
Ergebnis dieser Klonierungsstrategie lag das vVEGF an seinem C-terminalen Ende mit einem 
dreifachen HA-Tag (3xHA) vor, welcher durch Spaltstellen für die Proteasen Thrombin und 
Faktor Xa (Abb. 11) vom vVEGF Orf separiert vorlag. Das Fusionsprotein erlaubt die 
Detektion mit Hilfe von Antikörpern, die das HA-Epitop erkennen und ermöglicht eine einfache 


















Abb. 11 Konstrukte für die vVEGF Expression 
Der ORF von vVEGF wurde, separiert durch Spaltstellen für die Proteasen Thrombin und Faktor Xa (vertikaler 
Pfeil), an einen dreifachen HA-Tag fusioniert. K2 kennzeichnet den Lysinrest an AS-Position 2. 
Im S. cerevisiae Expressionsplasmid p424ADH-VEGF[K2]-3xHA steht vVEGF unter Kontrolle des konstitutiven 
Promotors des Alkoholdehydrogenase 1 Gens (pADH) (oben). Im Expressionsplasmid pREP4X-VEGF[K2]-3xHA 
für S. pombe steht die Expression von vVEGF unter der Kontrolle des nmt1+ Promotors (pnmt1+), welcher durch 
Thiamin regulierbar ist ("no message in thiamine") (unten). 
 
Hefetransformanden wurden bei 30°C kultiviert und je 200 ml Aliquots wurden 3, 6, und 9 h 
nach Inokulation für die Proteinextraktion eingesetzt. Eine Proteinpräparation von 
Kontrollzellen (Hefen mit Insert-freien Vektoren) erfolgte 3 h nach der Inokulation. 50 µg der 
jeweiligen Präparationen wurden mittels Western Blot analysiert. Das lösliche Protein 
Phosphoglyceratkinase (Pgk1p), welches in beiden Hefen mit einem Antikörper gegen das S. 
cerevisiae Protein nachgewiesen werden kann, diente zum Nachweis, dass vergleichbare 
Proteinmengen aufgetragen wurden. Wie in Abb. 12 A zu sehen ist, konnte in S. cerevisiae 
Pgk1p in allen Proben detektiert werden.  
In S. pombe ist die Konzentration an Pgk1p in den Kontrollzellen mit denen der 
Transformanden vergleichbar. Die höheren Konzentrationen in den 6 h und 9 h Proben sind 
durch Unterschiede in den geladenen Proteinmengen zu erklären (Abb. 12 B). Die Expression 
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von vVEGF[K2] wurde mit Antikörpern gegen das HA-Epitop verfolgt. Weder in der 
Negativkontrolle noch in den Transformanden von S. cerevisiae konnte das Protein detektiert 
werden (Abb. 12 A). Im Gegensatz dazu konnte in S. pombe eine „high level“ Expression 

























Abb. 12 Expression von VEGF[K2]-3xHA in S. cerevisiae und S. pombe 
(A) S. cerevisiae Transformanden, die das Plasmid p424ADH oder p424ADH-VEGF[K2]-3xHA trugen, wurden 
einer Proteinextraktion unterzogen. Je ca. 50 µg Protein wurde im SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit 
Antikörpern gegen HA bzw. Pgk1p (Kontrolle) detektiert. 
(B) Je ca. 50 µg Protein von S. pombe Transformanden, welche das Plasmid pREP4X oder pREP4X-VEGF[K2]-
3xHA trugen, wurden im SDS-Gel separiert, geblottet und mit Antikörpern gegen HA bzw. Pgk1p (Kontrolle) 
detektiert. 
 
4.1.2 Expression von VEGF[K2R] in S. cerevisiae und S. pombe 
Das Parapoxvirus ovis-kodierte VEGF besitzt an AS-Position 2 einen Lysinrest. Um zu testen, 
ob dieses Lysin eine Determinante für den Proteinabbau in S. cerevisiae darstellt, wurde es 
mittels gerichteter Mutagenese durch ein Arginin (VEGF[K2R]) ausgetauscht. Arginin ist wie 
Lysin positiv geladen, stellt jedoch kein Substrat für die Ubiquitinylierung dar. Das 
Mutantenallel VEGF[K2R] wurde kloniert und in S. cerevisiae sowie in S. pombe transformiert. 
Erneut wurde die Expression mittels Western Blot verfolgt. Abb. 13 zeigt, dass in S. cerevisiae 
in allen Proben vergleichbare Proteinmengen vorlagen. Das Mutantenprotein VEGF[K2R] kann 
in den Transformanden nachgewiesen werden, wobei die Konzentration in der 6 h Probe am 
höchsten ist. Dieses Ergebnis demonstriert, dass der Lysinrest an Position 2 dieses Protein in S. 
cerevisiae offenbar destabilisiert. Der vorliegende Befund steht im Einklang mit der Idee, dass 
dieses Lysin Teil eines N-Degrons sein könnte. Der Austausch des Lysins durch ein Arginin 
führt zu einer signifikant erhöhten Menge an Protein, die vermutlich auf verminderte Proteolyse 
zurückzuführen ist. Die diffuse Proteinbande ist wahrscheinlich auf Glycosylierung 
zurückzuführen, was durch einen Bandshift nach Behandlung mit N-Glycosidase F bestätigt 






























Abb. 13 Expression von VEGF[K2R]-3xHA in S. cerevisiae und S. pombe 
VEGF[K2R]-3xHA ist ein Derivat von VEGF[K2]-3xHA, in welchem das Lysin K2 mittels in vitro Mutagenese 
durch ein Arginin ersetzt wurde. 
(A) Je ca. 50 µg Protein von S. cerevisiae Transformanden, welche das Plasmid p424ADH oder p424ADH-
VEGF[K2R]-3xHA trugen, wurden im SDS-Gel separiert, geblottet und mit Antikörpern gegen HA bzw. Pgk1p 
(Kontrolle) detektiert. 
(B) S. pombe Transformanden, die das Plasmid pREP4X oder pREP4X-VEGF[K2R]-3xHA trugen, wurden einer 
Proteinextraktion unterzogen. Je ca. 50 µg Protein wurde im SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern 
gegen HA bzw. Pgk1p (Kontrolle) detektiert. 
 
Die Expression von VEGF[K2R] in S. pombe zeigt keine signifikanten Unterschiede in 
Vergleich zu VEGF[K2]. Dieses Ergebnis deutet an, dass in S. pombe möglicherweise kein „N-
end rule“ abhängiger Abbau stattfindet, zumindest nicht im Falle von vVEGF. Vor diesem 
Hintergrund ist offensichtlich, dass S. pombe hinsichtlich der Stabilität heterolog erzeugter 
Proteine gegenüber S. cerevisiae einen entscheidenden Vorteil aufweisen könnte. 
 
4.1.3 Rekombinantes vVEGF bildet Homodimere. 
VEGF zeichnet sich durch ein Cysteinknotenmotiv im zentralen Teil des Proteins aus 
(McDonald and Hendrickson, 1993; Meyer et al., 1999). Die Fähigkeit, ein Homodimer zu 
bilden, welches die aktive Form dieses Proteins darstellt, ist ein Indiz für die Ausbildung einer 
nativen 3D-Struktur (Claffey et al., 1995). VEGF[K2] und VEGF[K2R] wurden in S. cerevisiae 
und in S. pombe exprimiert und auf einem SDS-Polyacrylamidgel in An- oder Abwesenheit des 
Reduktionsmittels 2-Mercaptoethanol aufgetrennt. Abb. 14 zeigt, dass in Abwesenheit von 2-
Mercaptoethanol die elektrophoretische Mobilität beider Proteine einer molekularen Masse von 
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Abb. 14 Rekombinantes vVEGF bildet Homodimere. 
VEGF[K2]-3xHA (Spuren 1, 2, 5, 6) und VEGF[K2R]-3xHA (Spuren 3, 4, 7, 8) wurden in S. cerevisiae (Spuren 
1-4) oder S. pombe (Spuren 5-8) exprimiert und auf einem 12 %-igen SDS-Polyacrylamidgel in Gegenwart von 1 
% 2-Mercaptoethanol (Spuren 1, 3, 5, 7) oder in Abwesenheit eines reduzierenden Agens (Spuren 2, 4, 6, 8) 
analysiert. Das SDS-Gel wurde geblottet und vVEGF mit Antikörpern gegen HA nachgewiesen. 
 
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die 3D-Strukturen von rekombinantem VEGF[K2] und 
VEGF[K2R] sehr ähnlich oder möglicherweise sogar identisch mit der nativen Struktur von 
vVEGF sind. Aufgrund der vorliegenden Befunde wurde S. pombe als Wirtsorganismus für die 
heterologe Produktion von viralen Proteinen ausgewählt. 
vVEGF sowie eine Reihe anderer viraler Proteine, deren heterologe Herstellung von 
pharmakologischem Interesse ist, besitzen Disulfidbrücken. Bei der heterologen Bildung dieser 
Protein muss gewährleistet sein, dass es zur korrekten Ausbildung von Disulfidbrücken kommt. 
Obwohl der Disulfidbrückenpathway in S. cerevisiae bereits gut untersucht ist, sind 
vergleichbare Daten für das Modellsystem S. pombe derzeit noch nicht verfügbar. Aus diesem 
Grunde werden im Folgenden die zu S. cerevisiae homologen Proteine, die an der Bildung von 
Disulfidbrücken beteiligt sind, aus S. pombe näher charakterisiert. 
 
 
4.2 Charakterisierung der Pdi1p-Homologen von S. pombe 
Drei Proteine mit ausgeprägter Homologie zu Pdi1p aus S. cerevisiae wurden im Rahmen des S. 
pombe Genomsequenzierprojektes identifiziert und als SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p 
bezeichnet. Die intrazelluläre Lokalisierung dieser Proteine, ihre biochemischen Eigenschaften  
und ihre Funktionen im Stoffwechsel wurden bisher noch nicht untersucht. Zur initialen 
Charakterisierung dieser Proteine sollte zunächst deren intrazelluläre Lokalisierung bestimmt 
werden. Die Analyse ihrer biochemischen Eigenschaften sowie ihres Glycosylierungs- und 
Oxidationsstatus sollten weitere Aufschlüsse über eine mögliche Funktion liefern. 
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4.2.1 Intrazelluläre Verteilung und biochemische Charakterisierung der Pdi1p-
Homologen in S. pombe 
Die intrazelluläre Lokalisierung von SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p wurde mittels 
subzellulärer Fraktionierung und anschließendem Western Blot untersucht. Hierfür wurden HA-
getaggte Varianten der jeweiligen Gene, die unter der Kontrolle des moderaten 41X Promotors 
standen, in den S. pombe Wildtyp Stamm HE620 transformiert. Die Fraktionierung erfolgte wie 
in Material und Methoden angegeben. Als Vergleich diente das ER Membranprotein Calnexin 
(Cnx1p, Jannatipour and Rokeach, 1995), das erwartungsgemäß vorwiegend in der P13 und zu 
geringerem Anteil auch in der P100 Fraktion nachgewiesen werden konnte. 
 
 





























Abb. 15 Intrazelluläre Verteilung von SpPdi1p-HA, SpPdi2p-HA und SpPdi3p-HA 
Zellen der mittleren logarithmischen Phase wurden geerntet, aufgeschlossen und der Rohextrakt (CE) wurde in P13 
und S13 Fraktionen separiert wie in Material und Methoden angegeben. Die S13 Fraktion wurde bei 100.000 x g 
zentrifugiert, wodurch ein „high speed“ Pellet (P100) und Überstand (S100) gewonnen wurde. 50 µg jeder Fraktion 
wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und anschließend mit Antikörpern gegen HA bzw. Cnx1p 
(Calnexin) detektiert. 
 
SpPdi1p konnte in allen Fraktionen nachgewiesen werden (Abb. 15 A). SpPdi2p und SpPdi3p 
konnten verstärkt in den P13 und den P100 Fraktionen nachgewiesen werden (Abb. 15 B und 
C). Berücksichtigt man die Verteilung der Proteinmengen in den jeweiligen Fraktionen, so 
befindet sich ein erheblicher Anteil an Protein in den löslichen Fraktionen. Dies legt nahe, dass 
es sich möglicherweise um vesikelumschlossene Proteine handelt. 
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Um nähere Einblicke in die biochemische Natur der Pdi1p-Homologen von S. pombe zu 
gewinnen, wurden die jeweiligen P13 Membranfraktionen mit Natriumcarbonat, Kaliumchlorid, 
Harnstoff sowie mit zwei Detergenzien inkubiert (Abb. 16). Die Verwendung von Detergenzien 
dient der Solubilisierung von Membranproteinen. In den vorliegenden Analysen wurden das 
nicht-ionische Detergenz Triton X-100, das in der Lage ist, die meisten Membranproteine in 
Lösung zu bringen, und das starke anionische Detergenz SDS, das praktisch alle 
Membranproteine solubilisiert, eingesetzt. 
Die Inkubation unter Hochsalzbedingungen (z.B. 1 M KCl) löst periphere Membranproteine, 
die aufgrund von ionischen Wechselwirkungen mit der Membran assoziiert vorliegen. Harnstoff 
ist in der Lage auch starke nicht-kovalente Protein-Protein-Interaktionen aufzulösen. Bei der 
alkalischen Extraktion (Behandlung mit 0,2 M Na2CO3 (pH 11,3; Fujiki et al., 1982) werden 
integrale Membranproteine in der Pelletfraktion und peripher Membran-assoziierte Proteine im 
Überstand nachgewiesen. Als Kontrolle wurde das Typ I Membranprotein Calnexin detektiert 
(Jannatipour and Rokeach, 1995). 
 
  Na2CO3      KCl     Harnstoff   Triton       SDS 
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Abb. 16  Biochemische Charakterisierung von SpPdi1p-HA, SpPdi2p-HA und SpPdi3p-HA 
Die P13 Fraktionen der SpPdi1p-HA, SpPdi2p-HA bzw. SpPdi3p-HA exprimierenden Transformanden wurden in 
0.2 M Na2CO3 (pH 11.5), 1 M KCl, 3 M Harnstoff bzw. 1 % Triton X-100 oder 0,1 % SDS aufgenommen und für 
1 h bei 4°C inkubiert. Lösliche (S) und unlösliche Proteine (I) wurden durch Zentrifugation bei 100.000 x g 
voneinander getrennt. Die Proteine wurden mit TCA präzipitiert, im SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit 
Antikörpern gegen HA bzw. Cnx1p (Calnexin) detektiert. 
 
SpPdi1p ist teilweise mit 0.2 M Na2CO3 extrahierbar, was dafür spricht, dass es sich nicht um 
ein integrales Membranprotein handelt. Bei einer Behandlung mit 1 M KCl und 3 M Harnstoff 
bleibt jedoch eine signifikante Menge des Proteins unlöslich. In Gegenwart von Triton X-100 
und von SDS lässt sich ein beträchtlicher Anteil an SpPdi1p solubilisieren. Die vorliegenden 
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Daten sprechen dafür, dass es sich bei SpPdi1p um ein Membran-assoziiertes Protein handelt 
und dass diese Membranassoziation möglicherweise durch Protein-Protein-Wechselwirkungen 
mit Membrankomponenten vermittelt wird. Dieser Befund war unerwartet, da das 
Vorhandensein des ER-Retentionssignals (ADEL), das die Sekretion löslicher ER-Proteine 
verhindert, impliziert, dass es sich um ein lösliches Protein handelt. 
SpPdi2p ist lediglich teilweise mit 0.2 M Na2CO3 extrahierbar, während es sich gegenüber einer 
Behandlung mit 1 M KCl oder mit dem chaotropen Reagenz Harnstoff als fast vollständig 
resistent erweist. Auch nach Inkubation mit Triton X-100 bleibt ein signifikanter Anteil des 
Proteins unlöslich. Lediglich die Behandlung mit SDS führt zur Solubilisierung des Proteins, 
wobei auch diese nicht vollständig ist. SpPdi2p geht somit vermutlich starke Interaktionen mit 
Membrankomponenten ein. 
SpPdi3p weist ein ähnliches Verhalten wie SpPdi2p auf und wäre demnach ebenso ein Protein, 
welches Membran-assoziiert vorliegt. Im Einklang damit steht, dass weder SpPdi2p noch 
SpPdi3p über ein bekanntes ER-Retentionssinal verfügen. 
 
4.2.2 Untersuchungen zum Glycosylierungsstatus 
Für SpPdi1p bzw. SpPdi3p wurden zwei bzw. fünf N-verknüpfte potenzielle 
Glycosylierungsstellen (Asn-X-Ser/Thr) vorhergesagt (Bairoch et al., 1997). Um zu prüfen, ob 
die Pdi1p-Homologen von S. pombe in vivo tatsächlich glycosyliert vorliegen, wurden sie einer 


















Abb. 17 EndoH-Behandlung von SpPdi1p-HA, SpPdi2p-HA und SpPdi3p-HA 
Je 100 µg der P13 Membranfraktionen von SpPdi1p-HA, SpPdi2p-HA und SpPdi3p-HA exprimierenden 
Transformanden wurden für 2 h bei 37°C mit Endoglycosidase H inkubiert. Die Proteine wurden anschließend mit 
Hilfe der SDS-PAGE separiert, geblottet und mit Antikörpern gegen HA detektiert.  
 
Nach Behandlung mit EndoH ist die molekulare Masse von SpPdi1p und SpPdi3p deutlich 
verringert (Abb. 17). Im Falle von SpPdi1p wurden außerdem sowohl in der behandelten als 
auch in der unbehandelten Probe Abbaubanden detektiert. SpPdi2p liegt, wie erwartet, nicht N-
glycosyliert vor. Das Ergebnis der EndoH-Spaltung belegt, dass SpPdi1p und SpPdi3p N-
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verknüpfte Oligosaccharide tragen und daher in den sekretorischen Pathway eingetreten sein 
müssen, da diese Modifikation im Lumen des ER erfolgt. 
 
4.2.3 Lokalisierung von SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p mittels 
Fluoreszenzmikroskopie 
Um SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p im sekretorischen Pathway zu lokalisieren, wurden HA-
getaggte Varianten der jeweiligen Gene, die unter der Kontrolle des moderaten 41X Promotors 
standen, in den S. pombe Wildtyp Stamm HE620 transformiert und mittels indirekter 
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass alle drei Pdi-Homologen 
von S. pombe in der Kernhülle, in retikulären Strukturen im Cytoplasma sowie teilweise an der 
Peripherie der Zelle lokalisiert sind (Abb. 18).  
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Abb. 18 Fluoreszenzmikroskopie von SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p exprimierenden S. pombe Zellen 
Sphäroplasten der HA-getaggten Varianten von SpPdi1p (A, obere Reihe), SpPdi2p (A, mittlere Reihe) und 
SpPdi3p (A, untere Reihe) exprimierenden S. pombe Transformanden wurden mit Triton X-100 permeabilisiert und 
mit Formaldehyd fixiert. Die PDI-Homologen wurden mit Antikörpern gegen HA nachgewiesen. Calnexin (B) und 
BiP (C) dienten als Kontrolle für Proteine des ER. Die unterschiedliche Markierung der sekundären Antikörper 
führt zu unterschiedlicher Färbung der Präparate (siehe Material und Methoden). Mit Hilfe von DAPI wurden die 
Zellkerne lokalisiert. 
 
Die gleiche Verteilung wurde für zwei ER-residente Proteine, nämlich Calnexin (Jannatipour et 
al., 1998) und BiP (Pidoux and Armstrong, 1993) beschrieben, die als Kontrolle eingesetzt 
wurden (Abb. 18 B und C). Somit wurde belegt, dass es sich bei SpPdi1p, SpPdi2p und 
SpPdi3p um Proteine des ER handelt. 
 
4.2.4 SpPdi2p und SpPdi3p liegen in vivo in teilweise oxidiertem Zustand vor. 
Proteindisulfidisomerasen erfüllen multiple Funktionen. Als Oxidasen katalysieren sie die 
Bildung von Disulfidbrücken, während sie als Isomerasen bereits bestehende inkorrekte 
Disulfidbrücken neu anordnen (Gilbert, 1997). 
Um als Oxidase aktiv zu sein, müssten die drei in S. pombe vorliegenden PDI-Homologen in 
vivo (zumindest teilweise) oxidiert vorliegen. Um dies zu testen, wurde der Oxidationsstatus, 
der in vivo durch Modifikation der freien Thiole mit AMS (536 Da) nach Präzipitation der 
zellulären Proteine mit TCA (Frand and Kaiser, 1999) untersucht werden kann (siehe Material 
und Methoden), der PDI-Homologen analysiert. 
Für Transformanden, die SpPdi1p-HA exprimierten, gelang es nicht, den Oxidationsstatus zu 
bestimmen, da im SDS-Gel ein starker Schmier beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 19 SpPdi1p und SpPdi3p liegen in vivo in teilweise oxidiertem Zustand vor. 
SpPdi2p-HA (A) bzw. SpPdi3p-HA (B) exprimierende Transformanden wurden in An- oder Abwesenheit von 10 
mM DTT inkubiert. TCA-präzipitierte Proteine wurden in An- bzw. Abwesenheit von 20 mM AMS präpariert und 
mit EndoH deglycosyliert. Anschließend wurden die Proben durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit HA-
Antikörpern detektiert. Gestrichelte Linien dienen der Orientierung. Die oxidierten (ox) und reduzierten (red) 
Formen von SpPdi2p bzw. SpPdi3p sind durch Pfeile gekennzeichnet. 
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Die Mobilität von SpPdi2p-HA (Abb. 19 A) und SpPdi3p-HA (Abb. 19 B) wurde durch Zugabe 
von AMS geringfügig vermindert, was dafür spricht, dass ein Teil der Cysteine der jeweiligen 
Proteine dieser Modifikation zugänglich ist. Nach Behandlung mit 10 mM DTT konnte eine 
weitere Verringerung der Mobilität von SpPdi2p-HA und SpPdi3p-HA im SDS-Gel beobachtet 
werden. Da SpPdi2p bzw. SpPdi3p eine Größe von ca. 50 kDa aufweisen, SpPdi2p jedoch 
lediglich vier Cysteinreste und SpPdi3p sieben Cysteine besitzen, kann hier die maximale 
Molekulargewichtszunahme nach Modifikation mit AMS also nur 2,1 kDa bzw. 3,8 kDa 
betragen.  
Dieses Ergebnis spricht dafür, dass zumindest einige Cysteine von SpPdi2p und SpPdi3p 
Disulfidbrücken ausbilden.  
 
 
4.3 Charakterisierung der Ero1p-Homologen von S. pombe 
Im Rahmen des S. pombe Genomsequenzierprojektes wurden 2 Proteine mit ausgeprägter 
Homologie zu Ero1p aus S. cerevisiae identifiziert und als SpEro1a p und SpEro1b p bezeichnet 
(Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998; Pagani et al., 2000).  
Die intrazelluläre Lokalisierung dieser Proteine sowie deren biochemische Eigenschaften und 
Funktion wurde bisher noch nicht untersucht. Um erste Anhaltspunkte für die Funktion der 
Ero1p-Homologen aus S. pombe zu gewinnen, wurde ihre Expression in Abhängigkeit diverser 
Stressbedingungen analysiert. Des Weiteren wurden SpEro1a p und SpEro1b p hinsichtlich 
ihrer Fähigkeit getestet, die temperatursensitive ero1-1-Mutante aus S. cerevisiae (s. Einleitung) 
funktionell zu komplementieren. 
 
4.3.1 SpEro1a p und SpEro1b p weisen Eigenschaften von integralen 
Membranproteinen des sekretorischen Pathways auf 
Die intrazelluläre Lokalisierung von SpEro1a p und SpEro1b p wurde zunächst mittels 
subzellulärer Fraktionierung und anschließendem Western Blot untersucht. 
S. pombe Transformanden, die SpEro1a p-5cMyc oder SpEro1b p-2cMyc exprimieren, wurden 
wie in Material und Methoden angegeben fraktioniert. Beide Proteine konnten in der P13 und 
der P100 Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 20). Die gleiche Verteilung konnte für das ER 
Membranprotein Calnexin (Jannatipour and Rokeach, 1995) gezeigt werden. Dies legt nahe, 
dass es sich um Proteine des sekretorischen Pathways handelt.  
 











































Abb. 20 Intrazelluläre Verteilung von cMyc-Tag tragendem SpEro1a p und SpEro1b p 
S. pombe Transformanden der mittleren logarithmischen Phase wurden geerntet, aufgeschlossen und der 
Rohextrakt (CE) wurde in P13 und S13 Fraktionen separiert wie in Material und Methoden angegeben. Die S13 
Fraktion wurde bei 100.000 x g zentrifugiert, wodurch ein „high speed“ Pellet (P100) und Überstand (S100) 
gewonnen wurde. 1/300 jeder Fraktion wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern gegen 
cMyc und Cnx1p detektiert. 
 
Um zu testen, ob SpEro1a p und SpEro1b p Membran-assoziierte Proteine sind und um welche 
Art der Assoziation es sich gegebenenfalls handelt, wurden die jeweiligen P13 Fraktionen mit 
diversen Detergenzien, Kaliumchlorid, Harnstoff und Natriumcarbonat inkubiert (Abb. 21). Als 
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Abb. 21 Biochemische Charakterisierung von SpEro1a p und SpEro1b p 
Die P13 Fraktionen der SpEro1a p-5cMyc oder SpEro1b p-2cMyc exprimierenden S. pombe Transformanden 
wurden in folgenden Lösungen aufgenommen: 0,2 M Na2CO3 (pH 11,3), 1 M KCl, 3 M Harnstoff, 1 % Triton X-
100, 1 % Dodecyl-β-D-Maltosid (Maltosid) oder 0,5 % N-Laurylsarcosin (NLS). Nach 1-stündiger Inkubation auf 
Eis wurden lösliche (S) und unlösliche Proteine (I) durch Zentrifugation bei 100.000 x g voneinander getrennt. Die 
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Keines der Proteine konnte durch die Behandlung mit 0,2 M Na2CO3 aus der Membran 
extrahiert werden. In Gegenwart von 3 M Harnstoff oder 1 M KCl bleibt eine signifikante 
Menge an Protein unlöslich. Milde nicht-ionische Detergenzien wie Dodecyl-β-D-Maltosid 
oder Triton X-100 haben keine oder sehr geringe Solubilisierungsfähigkeit auf SpEro1a p und 
SpEro1b p. Eine teilweise Solubilisierung wurde mit 1 % Triton X-100 erreicht und selbst bei 
Verwendung von 2 % des Detergenz bleibt ein Großteil an Protein unlöslich (Daten nicht 
gezeigt). Im Gegensatz dazu war das starke zwitterionische Detergenz N-Laurylsarcosin (0,5 %) 
in der Lage SpEro1a p und SpEro1b p fast vollständig zu lösen. Identische Ergebnisse wurden 
mit TAP-getaggten Proteinen erzielt, was dafür spricht, dass beide Tags die 
Solubilisierungseigenschaften der Proteine nicht beeinflussen.  
Die vorliegenden Daten zeigen, dass sowohl SpEro1a p als auch SpEro1b p entweder integrale 
Membranproteine sind oder aber starke Interaktionen mit Komponenten der Membran eingehen.  
 
4.3.2 SpEro1a p und SpEro1b p sind Glycoproteine. 
Für SpEro1a p und SpEro1b p werden vier bzw. zwei N-verknüpfte Glycosylierungsstellen 
(Asn-X-Ser/Thr) vorhergesagt (Bairoch et al., 1997). Eine Analyse der Mobilität dieser beiden 
Proteine in der SDS-PAGE zeigt, dass die molekularen Massen von SpEro1a p-TAP und 
SpEro1b p-TAP signifikant größer als 88 beziehungsweise 100 kDa (errechnete Größen 
aufgrund ihrer AS-Zusammensetzung) sind.  
 
















































Abb. 22 SpEro1a p und SpEro1b p sind Glycoproteine. 
Je 100 µg Protein der P13 Membranfraktionen von Sp-ero1a+-TAP oder Sp-ero1b+-TAP exprimierenden 
Transformanden wurden für 2 h bei 37°C mit Endoglycosidase H bzw. Endoglycosidase F inkubiert. Die Proteine 
wurden anschließend mit Hilfe der SDS-PAGE separiert, geblottet und mit Antikörpern gegen den TAP-Tag 
detektiert. 
Nach Behandlung mit den Glycosidasen EndoH bzw. EndoF ist die molekulare Masse beider 
Proteine deutlich verringert (Abb. 22). Dieses Ergebnis belegt, dass SpEro1a p und SpEro1b p 
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N-verknüpfte Oligosaccharide tragen. Da die Anheftung von N-verknüpften Oligosacchariden 
eine charakteristische Modifikation darstellt, die im ER erfolgt, kann hieraus geschlossen 
werden, dass beide Proteine in den sekretorischen Pathway gelangen. 
 
4.3.3 Lokalisierung von SpEro1a p und SpEro1b p mittels Fluoreszenzmikroskopie 
Um die Lokalisierung von SpEro1a p und SpEro1b p im sekretorischen Pathway zu bestimmen, 
wurden Transformanden, die SpEro1a p-5cMyc oder SpEro1b p-2cMyc exprimieren, mittels 
indirekter Fluoreszenzmikroskopie von Formaldehyd-fixierten S. pombe Sphäroplasten 
untersucht. Expressionslevel von SpEro1a p und SpEro1b p variierten aufgrund des Einsatzes 
von unterschiedlich starken Promotoren (nmt1-3X (stark), nmt1-81X (schwach)).  
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Abb. 23 Fluoreszenzmikroskopie von SpEro1a p und SpEro1b p exprimierenden S. pombe Zellen 
Sphäroplasten der angegebenen S. pombe Transformanden wurden mit Triton X-100 permeabilisiert und mit 
Formaldehyd fixiert. SpEro1a p und SpEro1b p wurden mit Antikörpern gegen cMyc nachgewiesen. Mit Hilfe von 
DAPI wurden die Zellkerne lokalisiert. 
 
Abb. 23 zeigt, dass bei schwacher Expression beide Proteine in der Kernhülle, in retikulären 
Strukturen im Cytoplasma sowie teilweise an der Peripherie der Zelle lokalisiert werden 
können. Dieses Verteilungsmuster entspricht dem der PDIs (Abb. 18 A) und wurde auch für 
BiP (Pidoux and Armstrong, 1993) und Calnexin (Jannatipour et al., 1998) beschrieben und 
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kennzeichnet somit Proteine des ER (Abb. 18 B und C). Somit konnte belegt werden, dass es 
sich bei SpEro1a p und SpEro1b p um Proteine des ER handelt. Bei starker Expression von 
SpEro1a p (nmt1-3X) wird deutlich, dass das Protein verstärkt in retikulären Strukturen 
nachweisbar ist. Dies impliziert, dass bei Überexpression von SpEro1a p die ER-
Retentionsmaschinerie, die normalerweise die Sekretion von ER-residenten Proteinen 
verhindert, möglicherweise überlastet ist. Bu et al. (1997) sowie Dean and Pelham (1990) 
konnten zeigen, dass das System, das der Zurückhaltung von Proteinen des ER dient, überlastet 
werden kann. 
 
4.3.4 Wachstumsabhängige Expression von SpEro1a p und SpEro1b p 
Um die mögliche Funktion von SpEro1a p und SpEro1b weiter einzugrenzen, erschien es 
interessant zu analysieren, ob die Expression dieser beiden Proteine wachstumsphasenabhängig 
variiert. Hefetransformanden wurden bei 30°C kultiviert und je 200 ml Aliquots wurden zu den 
angegebenen Zeiten für die Proteinextraktion eingesetzt. 20 µg der jeweiligen Präparationen 
wurden mittels Western Blot analysiert. Als Ladekontrolle diente Tubulin. Im Falle von 
SpEro1a p-TAP ist erkennbar, dass in den 6 und 8 h Proben etwas mehr Protein aufgetragen 
wurde (Abb. 24 A). Dennoch weist die Intensität der erhaltenen Banden für SpEro1a p-TAP 
darauf hin, dass das Expressionsmaximum von SpEro1a p bei ca. 6 - 8 h (frühe bis mittlere 
logarithmische Phase) erreicht wird. Auch bei SpEro1b p-TAP wurde in den 6 - 8 h Proben 
deutlich mehr Protein geladen (Abb. 24 B). Jedoch scheint auch die Expression von SpEro1b p-
TAP nach 6 h ihr Optimum zu erreichen. Interessanterweise zeigt sich, dass für SpEro1b p-TAP 
nach 24 h das erhaltene Bandenmuster von dem der übrigen Proben abweicht. Dieses Phänomen 
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Abb. 24 Wachstumsphasenabhängige Expression von SpEro1a p und SpEro1b p 
SpEro1a p-TAP (A) und SpEro1b p-TAP (B) exprimierende Transformanden wurden bei 30°C kultiviert. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und je 20 µg der P13 Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE 
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4.3.5 S. pombe Transformanden, die SpEro1b p überexprimieren, sind DTT-
resistent. 
Nimmt man an, dass SpEro1a p und/oder SpEro1b p in der Lage sind, Disulfidbrücken in PDI 
einzuführen und damit die oxidierende Kapazität der Zelle zu determinieren, so sollte eine 
Überexpression der Ero1p-Homologen zu erhöhter Resistenz gegenüber dem Reduktionsmittel 
DTT führen.  
Um dies zu testen wurden Plasmide (pJR2-41XU), die cMyc-getaggte Varianten von SpEro1a p 
oder SpEro1b p sowie ScEro1p kodieren, in den S. pombe Wildtyp Stamm HE370 
transformiert. 30 µmol DTT wurde auf ein steriles Filterplättchen appliziert und dieses auf 
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Abb. 25 Die Überexpression von SpEro1b p, jedoch nicht von SpEro1a p vermittelt DTT-Resistenz in 
S. pombe Transformanden. 
Wachstum von HE370 Transformanden, die ein Insert-freies Plasmid (oben), SpEro1a p-5cMyc (unten, links), 
SpEro1b p-2cMyc (unten, Mitte) oder ScEro1p überexprimieren, wurde im Filterassay analysiert. Die 
durchschnittlichen Zonen der Wachstumsinhibierung wurden aus jeweils drei Experimenten ermittelt. 
 
In diesem Filterassay waren Kontrollzellen mit Insert-freien Plasmiden nicht fähig innerhalb 
einer Zone von 32,8 ± 0,3 mm um das Filterplättchen zu wachsen (Abb. 25). Die geringste 
Wachstumsinhibierung wurde in den Transformanden beobachtet, die SpEro1b p exprimieren 
(24,3 ± 0,3 mm). Die Expression von SpEro1a p und ScEro1p führte zu Zonen des Nicht-
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Wachstums, welche mit 33,4 ± 0,6 mm und 33,3 ± 0,8 mm keine signifikanten Unterschiede zu 
denen der Insert-freien Kontrollzellen aufwiesen. Analysen, bei denen die im Vergleich zu 
pJR2-41XU mit einem schwächeren (pJR2-81XU) bzw. stärkeren (pJR2-3XU) Promotor 
ausgestatteten Vektoren eingesetzt wurden, lieferten vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht 
gezeigt). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Expression von SpEro1b p zu einer Erhöhung der 
DTT-Resistenz in S. pombe Zellen führt, wohingegen die Expression von SpEro1a p und 
ScEro1p keinen oder möglicherweise sogar einen negativen Effekt auf die DTT-Resistenz zu 
haben scheint. 
 
4.3.6 Expression von SpEro1a p und SpEro1b p unter Stressbedingungen 
Proteine, die den sekretorischen Pathway durchlaufen, werden in Eukaryonten im Lumen des 
ER einer Reihe von post-translationalen Schritten unterzogen. Ein Qualitätskontrollsystem 
überwacht diese Prozesse und stellt sicher, dass nur korrekt gefaltete Proteine das ER verlassen 
können (vgl. Einleitung). Die „Unfolded protein response“ (UPR, siehe auch 2.2.2) stellt einen 
Teil dieses konservierten Kontrollsystems dar, überwacht die Menge an ungefaltetem Protein im 
ER (McMillan et al., 1994; Shamu et al., 1994) und induziert die Synthese von ER Chaperons 
und Enzymen, wenn im ER nicht korrekt gefaltete Proteine akkumulieren. In S. cerevisiae 
wurde gezeigt, dass im Rahmen der UPR die Expression von Chaperons wie Kar2p, Pdi1p und 
Ero1p induziert wird (Cox et al., 1993; Kohno et al., 1993; Frand and Kaiser, 1998; Gasch et 
al., 2000). Darüber hinaus konnte bei einer Transkriptionsanalyse gezeigt werden, dass die 
Mengen an mRNA von Sp-ero1a+ bereits nach 15-minütiger Inkubation bei 39°C auf das 
Dreifache ansteigt (Chen et al., 2003). Auch für Ero1p aus S. cerevisiae konnte eine 
Expressionsinduktion durch Hitzestress (Inkubation bei 37°C) nachgewiesen werden (Gasch et 
al., 2000).  
Um zu testen, ob auch SpEro1a p und SpEro1b p durch reduktiven Stress induziert werden, 
wurden die Transformanden auf Medium, welches 10 mM DTT enthielt, geshiftet und die 
Menge der beiden Proteine nach 2, 4, 6 und 8 h mittels Western Blot analysiert. In einem 
parallelen Experiment wurde getestet, ob durch Inkubation der Zellen bei 39°C die Expression 
von SpEro1a p und SpEro1b p induziert werden kann. 
Wie erwartet konnte durch Zugabe von 10 mM DTT eine signifikante Expressionsinduktion 
von SpEro1a p-TAP erzielt werden (Abb. 26, links). Beim Wachstum bei 39°C ist sogar eine 
noch deutlichere Induktion der Expression dieses Proteins nachweisbar (Abb. 26, rechts).  
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Abb. 26 Expression von SpEro1a p-TAP unter Stressbedingungen 
SpEro1a p-TAP exprimierende Transformanden wurden mit 10 mM DTT behandelt (links) oder bei 39°C kultiviert 
(rechts). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und je 50 µg der P13 Fraktionen wurden 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Antikörpern gegen den TAP-Tag detektiert. Der Nachweis von Tubulin 
diente als Ladekontrolle. 
 
Im Falle von SpEro1b p-TAP ist nach Zugabe von 10 mM DTT keine Expressionsinduktion 
nachweisbar (Abb. 27). Auffällig ist hier jedoch ein verändertes Bandenmuster. Unter dem 
Einfluss von reduzierendem Stress durch DTT kommt es zur Ausbildung von zwei Banden, von 
denen eine ein höheres und die zweite ein niedrigeres Molekulargewicht als die Kontrolle 
aufzuweisen scheint. Möglicherweise resultieren diese Banden aus post-translationalen 
Modifikationen. 
Die Kultivierung bei 39°C führte ebenfalls nicht zu einer Induktion der Expression von 
SpEro1b p-TAP. Auch hier wurden zwei Banden detektiert. Während durch Zugabe von DTT 
die Intensität der schneller migrierenden Bande geringer ist, treten bei Inkubation der Zellen bei 
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Abb. 27 Expression von SpEro1b p-TAP unter Stressbedingungen 
Transformanden, die SpEro1b p-TAP exprimieren, wurden mit 10 mM DTT (links) behandelt oder bei 39°C 
kultiviert (rechts). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und je 50 µg der P13 Fraktionen 
wurden mittels SDS-PAGE separiert, geblottet und mit Antikörpern gegen den TAP-Tag detektiert. Als 
Ladekontrolle diente der Nachweis von Tubulin. 
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Da es sich bei SpEro1b p um ein Glycoprotein handelt und bereits mehrfach gezeigt wurde, dass 
Glycosylierungsmuster im Rahmen der Qualitätskontrolle von Proteinen eine große Rolle 
spielen (Fernandez et al., 1994; Parodi, 2000; Helenius and Aebi, 2001, 2004), wurde getestet, 
ob die neu auftretenden Banden möglicherweise verschieden glycosylierte Varianten des 
Proteins darstellen. Hierfür wurden je 50 µg der P13 Fraktion von Kontrollzellen und Zellen, 
die mit 10 mM DTT behandelt bzw. bei 39°C kultiviert wurden, mit Endoglycosidase H 
behandelt (Abb. 28). 
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Abb. 28 Analyse des Glycosylierungsmusters von SpEro1b p-TAP unter Stressbedingungen 
Transformanden, die SpEro1b p-TAP exprimieren, wurden für 6 h ohne (K) bzw. mit 10 mM DTT (DTT) 
behandelt oder bei 39°C kultiviert (39°C). Je 100 µg der erhaltenen P13 Fraktionen wurden für 2 h bei 37°C ohne 
(-) bzw. mit (+) Endoglycosidase H inkubiert. Die Proteine wurden anschließend mit Hilfe der SDS-PAGE 
separiert, geblottet und mit Antikörpern gegen den TAP-Tag detektiert. 
 
Nach Behandlung mit EndoH laufen die Proteinbanden aller Proben auf der Höhe der schneller 
migrierenden der beiden unter Stressbedingungen gefundenen Banden. Dieses Ergebnis spricht 
dafür, dass es sich bei den Modifikationen um Glycosylierungen handelt und die untere Bande 
jeweils die unglycosylierte Form des Proteins darstellt. 
 
4.3.7 SpEro1a p und SpEro1b p liegen in vivo in Komplexen vor. 
Da Chaperons im ER häufig in Komplexen organisiert sind, war es interessant zu prüfen, ob 
SpEro1a p und SpEro1b p in vivo als Monomere vorkommen oder in höhermolekularen 
Komplexen auftreten. Dazu wurden SpEro1a p-TAP oder SpEro1b p-TAP exprimierende 
Transformanden nach Präzipitation der zellulären Proteine mit TCA (Frand and Kaiser, 1999) 
aufgeschlossen und anschließend in An- bzw. Abwesenheit des Reduktionsmittels DTT einer 
SDS-PAGE unterzogen. Die Analyse der Mobilität von SpEro1a p-TAP zeigt, dass ein geringer 
Anteil dieses Proteins ein deutlich höheres Molekulargewicht (ca. 170 kDa und mehr) als das 
Monomer aufweist (Abb. 29 A). SpEro1b p-TAP liegt sogar ausschließlich in 
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Abb. 29 SpEro1a p und SpEro1b p sind in vivo Bestandteile von Komplexen. 
Zellen von SpEro1a p-TAP (A) oder SpEro1b p-TAP (B) exprimierenden Transformanden wurden bis zur frühen 
logarithmischen Phase kultiviert. TCA-präzipitierte Proteine wurden in Gegenwart von 20 mM AMS präpariert und 
mit EndoH deglycosyliert. Anschließend wurden die Proben in An- bzw. Abwesenheit von DTT durch SDS-PAGE 
aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern gegen den TAP-Tag detektiert.  
 
4.3.8 SpEro1a p und SpEro1b p liegen in vivo in teilweise oxidiertem Zustand vor. 
Wenn die Funktion der Ero1p-Homologen in S. pombe ebenfalls darin besteht, PDI zu 
reoxidieren, müssten SpEro1a p und SpEro1b p in vivo selbst (zumindest teilweise) oxidiert 
vorliegen. Um diese Hypothese zu prüfen wurde der Oxidationsstatus von SpEro1a p-TAP und 
SpEro1b p-TAP in entsprechenden Transformanden analysiert (siehe 3.4.4).  
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Abb. 30  SpEro1a p und SpEro1b p liegen in vivo in teilweise oxidiertem Zustand vor. 
Zellen von SpEro1a p-TAP (A) oder SpEro1b p-TAP (B) exprimierenden Transformanden wurden in An- oder 
Abwesenheit der angegebenen DTT-Konzentrationen inkubiert. TCA-präzipitierte Proteine wurden in An- bzw. 
Abwesenheit von 20 mM AMS präpariert und mit EndoH deglycosyliert. Anschließend wurden die Proben durch 
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern gegen Protein A detektiert. Die oxidierten (ox) und 
reduzierten (red) Formen von SpEro1a p-TAP und SpEro1b p-TAP sind durch Pfeile gekennzeichnet. 
 
Die Mobilität der Proteine wird durch Zugabe von AMS geringfügig vermindert (Abb. 30), was 
dafür spricht, dass ein Teil der Cysteine der jeweiligen Proteine dieser Modifikation zugänglich 
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ist. Nach Behandlung mit steigenden Konzentrationen an DTT konnte eine weitere 
Verringerung der Mobilität von SpEro1a p-TAP und SpEro1b p-TAP im SDS-Gel beobachtet 
werden. Dieses Ergebnis zeigt zum einen, dass einige Cysteine von SpEro1a p-TAP bzw. 
SpEro1b p-TAP an Disulfidbrücken beteiligt sind. Zum anderen belegt es auch, dass bereits 
geringe Mengen an DTT ausreichend sind, um diese Bindungen effizient zu lösen. 
 
4.3.9 S. cerevisiae Transformanden, die SpEro1b p überexprimieren, sind DTT-
resistent. 
Wie bereits gezeigt wurde, vermittelt die Überexpression von SpEro1b p in S. pombe-Zellen 
DTT-Resistenz (siehe 4.3.5). Um zu testen, ob es sich bei den zu untersuchenden S. pombe 
Proteinen um funktionelle Homologe von Ero1p handelt, wurde zunächst geprüft, ob SpEro1a p 
oder SpEro1b p in der Lage sind, S. cerevisiae Zellen Resistenz gegenüber dem externen 
reduzierenden Agens DTT zu verleihen. 
Plasmide, die cMyc-getaggte Varianten von SpEro1a p oder SpEro1b p kodieren, wurden in den 
S. cerevisiae Wildtyp Stamm CEN.PK2 transformiert und das Wachstum der Zellen wurde bei 
einer OD von 600 nm in An- oder Abwesenheit von 2,5 oder 5 mM DTT im Medium verfolgt. 
Zusätzlich wurden 30 µmol DTT auf ein steriles Filterplättchen appliziert und dieses auf einen 
Rasen von Transformanden auf Selektivmedium gelegt. 
Kontrollzellen, die ein Insert-freies Plasmid trugen, waren nicht in der Lage, in Gegenwart von 
5 mM DTT zu wachsen, während ihr Wachstum in Anwesenheit von 2,5 mM DTT stark 
vermindert war. Im Filterassay waren diese Zellen nicht fähig innerhalb einer Zone von 30 (± 
0,6) mm um das Filterplättchen zu wachsen (Abb. 31 A). Transformanden, die SpEro1a p 
exprimieren, waren ebenfalls sensitiv gegenüber DTT (Abb. 31 B, links). Lediglich nach 30 h 
konnte ein geringes Wachstum in 5 mM DTT enthaltendem Medium beobachtet werden. In 
Gegenwart von 2,5 mM DTT wurde eine geringfügige Zunahme des Wachstums nachgewiesen, 
wenn SpEro1a p von den high copy Plasmiden p425ADH oder p425GPD exprimiert wurde. 
In Übereinstimmung mit diesen Daten waren die Hemmzonen, die im Filterassay bestimmt 
wurden, alle im Bereich der Kontrollzellen. Im Gegensatz zu der Situation von SpEro1a p 
vermittelte die Expression von SpEro1b p Resistenz gegenüber DTT (Abb. 31 B, rechts). 
Unabhängig davon, welcher Vektor verwendet wurde, wuchsen die Transformanden in 
Anwesenheit von DTT, wenn auch langsamer als im DTT-freien Medium. Wie erwartet war die 
Inhibierung des Wachstums in Gegenwart von 5 mM DTT stärker ausgeprägt als bei 
Kultivierung mit 2,5 mM DTT. 
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Abb. 31 Die Überexpression von SpEro1b p, jedoch nicht von SpEro1a p vermittelt DTT-Resistenz in  
S. cerevisiae Transformanden. 
A)  S. cerevisiae wt CEN.PK2 wurde mit Insert-freiem Plasmid p425ADH transformiert und hinsichtlich 
seiner DTT-Resistenz in einem Filterassay (links) oder durch Verfolgen des Wachstums bei OD600 nm 
(rechts) getestet. 
B)  Das Wachstum von CEN.PK2 Transformanden, die SpEro1a p-5cMyc (links) oder SpEro1b p-2cMyc 
(rechts) von den angegebenen Plasmiden exprimieren, wurde im Filterassay und durch Bestimmung des 
Wachstums bei OD600 nm in Gegenwart von 0; 2,5 oder 5 mM DTT analysiert. 
 
Im Filterassay wurde die geringste Wachstumsinhibierung in den Transformanden beobachtet, 
die SpEro1b p vom Plasmid p425GPD exprimieren (17,5 ± 1 mm). Die Expression unter der 
Kontrolle des ADH Promotors führte zu Zonen des Nicht-Wachstums, die mit 19 ± 0,5 mm 
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(p425ADH) bis 22,5 ± 0,6 mm (p415ADH) signifikant kleiner waren als jene der Insert-freien 
Kontrollzellen. 
 
4.3.10 Funktionale Komplementation der S. cerevisiae ero1-1 Mutante durch 
SpEro1a p und SpEro1b p 
Um weitere Hinweise darauf zu erhalten, ob SpEro1a p oder SpEro1b p funktionelle Homologe 
von Ero1p sind, wurden cMyc-getaggte Varianten beider Proteine in der temperatursensitiven 
ero1-1-Mutante CKY559 (Frand and Kaiser, 1998) von S. cerevisiae exprimiert. Dieser Stamm 
ist nicht in der Lage, bei 37°C zu wachsen und weist auch bei permissiver Temperatur eine 
konstitutiv aktivierte UPR auf (vgl. Einleitung). 
Die Expressionslevel variierten aufgrund des Einsatzes von low copy (p415) oder high copy 
(p425) Vektoren und durch unterschiedlich starke Promotoren (ADH und GPD). 
Weder die Expression von SpEro1a p noch von SpEro1b p beeinträchtigte das Wachstum des 
ero1-1 Stammes bei permissiver Temperatur (30°C) oder von S. cerevisiae Wildtyp Zellen. 
Dieses Ergebnis zeigt, dass die Hochexpression der S. pombe Ero-Proteine keinen dominant 
negativen Effekt auf das Wachstum ausübt. Die Analyse von subzellulären Fraktionen der ero1-
1 Transformanden zeigte, dass SpEro1a p-5cMyc und SpEro1b p-2cMyc mit dem ER 
Membranprotein Sec61p, jedoch nicht mit der löslichen cytosolischen Pgk1p, kofraktionieren. 
Dies spricht dafür, dass beide Proteine im sekretorischen Pathway von S. cerevisiae 
Transformanden lokalisiert sind (Abb. 32 A). Der Mobilitätsshift nach Behandlung mit EndoH 
(Abb. 32 B) belegt, dass die S. pombe Ero-Proteine wie in ihrer authentischen Umgebung N-
glycosyliert vorliegen.  
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Abb. 32 Heterolog exprimiertes SpEro1a p und SpEro1b p sind glycosylierte Proteine im sekretorischen  
Pathway von S. cerevisiae 
A Subzelluläre Fraktionen von S. cerevisiae Transformanden, die SpEro1a p-5cMyc oder SpEro1b p-2cMyc 
exprimieren (Plasmid p415ADH), wurden isoliert wie in Material und Methoden beschrieben und 50 µg 
jeder Fraktion wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern gegen cMyc, Sec61p 
und Pgk1p detektiert. 
B 100 µg der P13 Fraktionen von S. cerevisiae Transformanden, die SpEro1a p (links) oder SpEro1b p 
rechts) exprimieren wurden für 2 h bei 37°C mit EndoH behandelt. Die Proben wurden in einem SDS-Gel 
separiert, geblottet und mit einem anti-cMyc Antikörper detektiert. 
 
Um die genaue Lokalisierung der heterolog exprimierten Proteine SpEro1a p und SpEro1b p im 
sekretorischen Pathway von S. cerevisiae zu bestimmen, wurden Transformanden, die SpEro1a 
p-5cMyc oder SpEro1b p-2cMyc exprimieren, mittels indirekter Fluoreszenzmikroskopie 
untersucht. Der Einfluss des Expressionslevels auf die Lokalisierung der beiden Proteine wurde 
durch die Verwendung von low copy (p415) oder high copy (p425) Vektoren und durch 
unterschiedlich starke Promotoren (ADH und GPD) getestet. Das authentische Ero1p aus S. 
cerevisiae diente als Kontrolle (Abb. 33). 
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Abb. 33 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von SpEro1a p und SpEro1b p exprimierenden S. cerevisiae  
Zellen 
Sphäroplasten der angegebenen S. cerevisiae Transformanden wurden mit Triton X-100 permeabilisiert und mit 
Formaldehyd fixiert. Die jeweiligen Ero1-Proteine wurden mit Antikörpern gegen cMyc nachgewiesen. 
Authentisches Ero1p wurde als Kontrolle für ER-Lokalisierung eingesetzt. Die Färbung mit DAPI diente der 
Lokalisierung des Zellkerns. 
 
Abb. 33 zeigt, dass SpEro1a p und SpEro1b p bei niedrigem Expressionslevel die gleiche 
Verteilung wie Ero1p aus S. cerevisiae aufweisen. Dies belegt, dass SpEro1a p und SpEro1b p 
in das ER von S. cerevisiae gelangen. Somit sind die Grundvoraussetzungen für eine 
Komplementationsanalyse erfüllt. Bei extremer Überexpression durch die Verwendung des 
Vektors p425GPD (high copy, starker Promotor) beobachtet man auch hier, dass SpEro1a p 
verstärkt in retikulären Strukturen sowie im Cytoplasma der Zellen nachweisbar ist. Dieser 
Befund könnte darauf hinweisen, dass die ER-Retentionsmaschinerie möglicherweise überlastet 
ist oder aber das Protein bereits dem Abbau im Cytoplasma zugeführt wird. 
 
Die Transformanden des ero1-1 Mutantenstammes wurden hinsichtlich ihres Wachstums bei 
restriktiver Temperatur von 37°C getestet. SpEro1b p vermittelte im Plattentest Wachstum 
unabhängig vom jeweiligen Expressionslevel (Abb. 34). Im Falle von SpEro1a p war die 
Komplementation lediglich schwach ausgeprägt und konnte nur bei geringer Expression 
beobachtet werden (Abb. 34).  
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Abb. 34 Komplementationsanalysen der S. cerevisiae ero1-1 Mutante durch Ero Homologe von S. pombe 
Die temperatursensitive ero1-1 Mutante wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert und das Wachstum 
auf Minimalmedium bei 30°C und 37°C für drei Tage getestet. 
 
Um genauere Aussagen hinsichtlich der Komplementation der einzelnen Transformanden 
treffen zu können, wurde der sensitivere Wachstumstest in Flüssigkultur (Abb. 35) verwendet. 
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Dafür wurden die entsprechenden Transformanden des ero1-1 Mutantenstammes bei einer 
OD600 nm von 0,2 in Minimalmedium angeimpft und bei einer Temperatur von 37°C kultiviert. 
Die Wachstumskurve zeigt, dass auch das Wachstum von SpEro1b p-2cMyc exprimierenden 
Transformanden eine Abhängigkeit vom Expressionslevel aufweist. Auch hier wird das beste 
Wachstum bei Expression auf niedrigstem Niveau erzielt. Deutlich wird auch, dass das 
Wachstum von Transformanden, die SpEro1a p-5cMyc exprimieren, stark verzögert eintritt. 
Das geringfügige Wachstum der mit p425GPD-SpEro1a p-5Myc transformierten Zellen konnte 
im Plattentest nicht detektiert werden. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass SpEro1b p als funktionelles Homolog von Ero1p agieren 
kann und in der Lage ist, S. cerevisiae Pdi1p im ER zu reoxidieren, wohingegen SpEro1a p nur 

















































bb. 35 Wachstumskurven der S. cerevisiae ero1-1-Transformanden 
ie temperatursensitive ero1-1 Mutante wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert, bei einer OD600 nm 
on 0,2 in Minimalmedium angeimpft und bei einer Temperatur von 37°C kultiviert. Die Absorption wurde bei 600 
m zu den angegebenen Zeiten gemessen. 
usammenfassend lässt sich sagen, dass die Daten der Komplementationstests mit den erzielten 
rgebnissen der DTT-Resistenz übereinstimmen und zeigen, dass SpEro1b p ein funktionelles Homolog 
es S. cerevisiae Ero1p darstellt. 
77 
                                                                                                                                       Ergebnisse 
 78 
4.3.11 Analyse der Bedeutung der konservierten Cysteine in SpEro1a p und SpEro1b 
p mittels Komplementation des S. cerevisiae ero1-1 Mutantenstammes 
Die Entdeckung, dass Ero1p direkt in den Thiol-Disulfidaustausch mit Pdi1p involviert ist 
(Frand and Kaiser, 1999; Frand et al., 2000), legt nahe, dass mindestens eine redoxaktive 
Disulfidbrücke für die Funktion von Ero1p benötigt wird. Aus diesem Grunde wurde versucht, 
durch gerichtete Mutationen der sieben Cysteinreste, die in den eukaryontischen Homologen 
von Ero1p absolut konserviert vorliegen, die redoxaktiven Cysteine der S. pombe Ero1-Proteine 
zu identifizieren. Diese konservierten Cysteine befinden sich an den Positionen 68, 78, 83, 168, 
355, 358 und 361 im Falle von SpEro1a p bzw. 92, 102, 107, 212, 390, 393 und 396 bei 
SpEro1b p (Abb. 52). Die drei C-terminalen Cysteine befinden sich in einer hoch konservierten 
Region des Proteins. Um die Bedeutung der konservierten Cysteinreste für die Funktion der 
beiden Proteine zu beurteilen, wurden sieben neue Allele von Sp-ero1a+ und Sp-ero1b+ 
generiert, in denen jeweils eines der konservierten Cysteinreste gegen ein Serin ausgetauscht 
wurde. Zum Nachweis der entsprechenden Proteine wurden die Mutationen in Sp-ero1a+-
5cMyc bzw. Sp-ero1b+-2cMyc eingeführt. Die erhaltenen Mutantenproteine werden im 
Folgenden als CXS SpEro1a p-5cMyc, bzw. CXS SpEro1b p-2cMyc bezeichnet, wobei X die 
Position der Serinsubstitution in der Primärsequenz der jeweiligen Proteine angibt. Die 
entsprechenden Allele von Sp-ero1a+ und Sp-ero1b+ werden als Sp-ero1a+-CxS-5cMyc bzw. 
Sp-ero1b+-CxS-2cMyc bezeichnet. Da Komplementation der S. cerevisiae ero1-1 Mutante durch 
SpEro1a p und SpEro1b p vermittelt werden konnte, wenn diese auf dem Plasmid p415ADH 
kodiert wurden, wurden alle Substitutionsallele in diesen Vektor kloniert. 
Jedes Substitutionsallel wurde hinsichtlich seiner Fähigkeit, die temperatursensitive ero1-1 
Mutante (Frand and Kaiser, 1998) zu komplementieren, getestet.  
Die Allele Sp-ero1a+-C68S-5cMyc, Sp-ero1a+-C78S-5cMyc, Sp-ero1a+-C83S-5cMyc, Sp-ero1a+-
C355S-5cMyc und Sp-ero1a+-C358S-5cMyc waren im Tropftest nicht in der Lage bei restriktiver 
Temperatur (37°C) Wachstum von ero1-1 Zellen zu vermitteln. Die Allele Sp-ero1a+-C168S-
5cMyc, Sp-ero1a+-C361S-5cMyc und Wildtyp Sp-ero1a+-5cMyc hingegen komplementieren den 
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Abb. 36 Komplementation S. cerevisiae ero1-1 Mutante durch Cystein  Serin-Substitutionsallele von  
Sp-ero1a+-5cMyc  
Die temperatursensitive ero1-1 Mutante wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert und das Wachstum 
auf Minimalmedium bei 30°C und 37°C für drei Tage getestet. 
 
Der sensitivere Wachstumstest in Flüssigkultur (Abb. 37) zeigt, dass SpEro1a p-5cMyc 
Transformanden im Vergleich zu ScEro1p-cMyc exprimierenden Zellen eine stark verlängerte 
lag-Phase aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigt die Mutante C168S SpEro1a p-5cMyc lediglich 
eine geringere Wachstumsverzögerung, und C361S SpEro1a p-5cMyc ist sogar in der Lage, ein 
ebenso gutes Wachstum wie das authentische ScEro1p-cMyc zu vermitteln. Dass das 
Wachstum von SpEro1a p-5cMyc und C168S SpEro1a p-5cMyc tragenden Transformanden 
geringer als das von ScEro1p-cMyc Transformanden ausgeprägt ist, wird auch daran erkennbar, 
dass diese Zellen lediglich eine OD600 nm von 2 bzw. 3 erreichen, während ScEro1p-cMyc und 
C361S SpEro1a p-5cMyc tragenden Transformanden erst beim Erreichen einer OD600 nm von ca. 



















































Abb. 37 Wachstumskurven der S. cerevisiae ero1-1 Transformanden 
Die ero1-1 Mutante wurde mit den angegebenen Konstrukten (in p415ADH) transformierten, bei einer OD600 nm 
von 0,2 in Minimalmedium angeimpft und bei einer Temperatur von 37°C kultiviert. Die Absorption wurde bei 600 
nm zu den angegebenen Zeiten gemessen. 
 
Die Analyse der Mutantenallele von Sp-ero1b+ ergab, dass Sp-ero1b+-C92S-2cMyc, Sp-ero1b+-
C393S-2cMyc und Sp-ero1b+-C396S-2cMyc tragende Transformanden im Tropftest nicht in der 
Lage waren bei restriktiver Temperatur (37°C) Wachstum von ero1-1 Zellen zu vermitteln, 
während Zellen, die die Allele Sp-ero1b+-C102S-2cMyc, Sp-ero1b+-C107S-2cMyc, Sp-ero1b+-
C212S-2cMyc Sp-ero1b+-C390S-2cMyc und Wildtyp Sp-ero1b+-2cMyc trugen, den konditionalen 
Wachstumsdefekt von ero1-1 Zellen (Abb. 38) heilten. 
Unerwarteterweise wiesen C92S SpEro1a p-2cMyc tragende Transformanden bereits bei 
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Abb. 38 Komplementation der S. cerevisiae ero1-1 Mutante durch Cystein  Serin-Substitutionsallele von 
Sp-ero1b+-2cMyc 
Die temperatursensitive ero1-1 Mutante wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert und das Wachstum 
auf Minimalmedium bei 30°C und 37°C für drei Tage getestet. 
 
Im Wachstumstest in Flüssigkultur (Abb. 39) zeigte sich, dass C102S SpEro1b p-2cMyc und 
C107S SpEro1b p-2cMyc Transformanden, die im Tropftest ein normales Muster aufwiesen, im 
Vergleich zu ScEro1p-cMyc und SpEro1b p-2cMyc exprimierenden Zellen ein verzögertes 
Wachstum aufweisen und bereits beim Erreichen einer OD600 nm von 2 - 2,5 in die stationäre 
Phase eintreten. 
Im Gegensatz dazu konnte bei den Transformanden, die C212S SpEro1b p-2cMyc und C390S 
SpEro1b p-2cMyc exprimieren, keine Wachstumsverzögerung beobachtet werden. Sie 
erreichten eine OD600 nm von ca. 3,5 bzw. 4, was geringfügig unter den Werten für ScEro1p-
cMyc und SpEro1b p-2cMyc exprimierenden Transformanden lag, die bei einer OD600 nm von 















































Abb. 39 Wachstumskurven der S. cerevisiae ero1-1 Transformanden 
Die mit den angegebenen Konstrukten (in p415ADH) transformierten temperatursensitiven ero1-1 Mutanten 
wurden bei einer OD600 nm von 0,2 in Minimalmedium angeimpft und bei einer Temperatur von 37°C kultiviert. Die 
Absorption wurde bei 600 nm zu den angegebenen Zeiten gemessen. 
 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Ergebnisse der Wachstumstests in 
Flüssigkultur die Resultate der Tropftests bestätigten. Es konnte gezeigt werden, dass im Falle 
von SpEro1a p C68, C78 und C83, die sich alle im N-terminalen Cystein-Motiv befinden, sowie 
C355 und C358, die in der hoch konservierten C-terminalen Region des Proteins lokalisiert 
sind, für die Komplementation der ero1-1-Mutante essenziell sind, während C168 und C361 für 
diese Funktion entbehrlich sind. Im Gegensatz dazu ist für SpEro1b p lediglich ein Cystein 
(C92) aus dem N-terminalen Cystein-Motiv essenziell. Es werden jedoch auch im Falle von 
SpEro1b p zwei der drei Cysteine aus dem C-terminalen CXXCXXC Motiv für die 
Komplementation des konditionalen Wachstumsdefekts von ero1-1 Zellen benötigt (C393 und 
C396), wobei hier allerdings das C-terminale Cystein erforderlich ist, während für SpEro1a p 
das N-terminale Cystein essenziell ist. C102, C107, C212 und C390 sind für die 
Komplementation der ero1-1-Mutante nicht erforderlich, jedoch weisen C102S SpEro1b p-
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Um die oxidierende Kapazität der Cystein  Serin-Mutantenallele zu analysieren, wurde deren 
Sensitivität in ero1-1 Zellen gegenüber einem reduzierenden Agens untersucht. Zu diesem 
Zweck wurde ein Rasen der jeweiligen Stämme auf Minimalmedium ausplattiert und 30 µmol 
DTT wurde auf ein steriles Filterplättchen appliziert. Nach 2 Tagen Inkubation bei 30°C wurde 
die durchschnittliche Zone der Wachstumshemmung aus zwei unabhängigen Versuchen 
determiniert (Tab. 7). 
 
Tab. 7 Durchschnittliche Zonen der Wachstumshemmung bei DTT-Stress der Cystein  Serin-
Substitutionsmutanten von Sp-ero1a+-5cMyc und Sp-ero1b+-2cMyc  
S. cerevisiae ero1-1-Transformanden, welche ein Insert-freies Plasmid (p415), ScEro1p (Positivkontrolle) oder die 
Cystein  Serin-Substitutionsallele von SpEro1a p-5cMyc bzw. SpEro1b p-2cMyc exprimieren, wurden im 
Filterassay analysiert. Die durchschnittlichen Zonen der Wachstumsinhibierung wurden aus jeweils zwei 
Experimenten ermittelt. 
 
Konstrukt Hemmzone [mm]   Hemmzone [mm] 
p415ADH 35,2 ± 0,2  p415ADH 35,2 ± 0,2 
ScERO1-cMyc 16,0 ± 1,0  ScERO1-cMyc 16,0 ± 1,0 
Sp-ero1a+-cMyc 24,0 ± 0,0  Sp-ero1b+-cMyc 17,0 ± 0,3 
Sp-ero1a+-C68S-cMyc 33,0 ± 1,0  Sp-ero1b+-C92S-cMyc 28,0 ± 0,0 
Sp-ero1a+-C78S-cMyc 35,0 ± 0,5  Sp-ero1b+-C102S-cMyc 31,0 ± 1,0 
Sp-ero1a+-C83S-cMyc 38,0 ± 1,0  Sp-ero1b+-C107S-cMyc 33,0 ± 1,0 
Sp-ero1a+-C168S-cMyc 28,0 ± 1,0  Sp-ero1b+-C212S-cMyc 19,6 ± 0,1 
Sp-ero1a+-C355S-cMyc 36,0 ± 1,0  Sp-ero1b+-C390S-cMyc 24,0 ± 0,0 
Sp-ero1a+-C358S-cMyc 34,0 ± 0,5  Sp-ero1b+-C393S-cMyc 33,3 ± 1,8 
Sp-ero1a+-C361S-cMyc 21,3 ± 0,8  Sp-ero1b+-C396S-cMyc 41,5 ± 3,5 
 
Kontrollzellen mit Insert-freien Plasmiden waren nicht fähig innerhalb einer Zone von 35,2 ± 
0,2 mm um das Filterplättchen zu wachsen (Tab. 7). Die geringste Wachstumsinhibierung 
wurde in den Transformanden beobachtet, die ScEro1p exprimieren (16,0 ± 1,0 mm). Die 
Ergebnisse des Filtertests zeigen, dass weder SpEro1a p-5cMyc Transformanden, noch eine der 
Cystein  Serin-Mutanten in der Lage ist, ein zu ScEro1p vergleichbares Wachstum zu 
vermitteln. Die Expression der Mutantenproteine C68S SpEro1a p-5cMyc, C78S SpEro1a p-
5cMyc, C83S SpEro1a p-5cMyc, C355S SpEro1a p-5cMyc und C358S SpEro1a p-5cMyc führte 
zu Zonen des Nicht-Wachstums, die zwischen 33,0 ± 1,0 mm und 38,0 ± 1,0 mm lagen und 
somit keine signifikanten Unterschiede zu denen der Insert-freien Kontrollzellen aufwiesen. 
Transformanden, die C361S SpEro1a p-5cMyc exprimierten, zeigten Zonen des Nicht-
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Wachstums von 21,3 ± 0,8 mm und damit sogar eine geringere Wachstumsinhibierung als 
Zellen, die Wildtyp SpEro1a p-5cMyc exprimierten (24,0 ± 0,0). Eine Zwischenstellung 
nehmen Transformanden ein, die C361S SpEro1a p-5cMyc exprimieren, da diese nicht in der 
Lage waren, innerhalb einer Zone von 28,0 ± 1,0 mm um die DTT-Quelle zu wachsen. 
 
Im Falle von SpEro1b p zeigte der Filtertest, dass sowohl Wildtyp SpEro1b p-2cMyc als auch 
C212S SpEro1b p-2cMyc exprimierende Transformanden in der Lage sind, ein zu ScEro1p 
vergleichbares Wachstum zu vermitteln. Transformanden, die C390S SpEro1b p-2cMyc 
exprimierten, zeigten leicht erhöhte Wachstumsinhibierung von 24,0 ± 0,0 mm. Im Gegensatz 
dazu führte die Expression der Mutantenproteine C102S SpEro1b p-2cMyc, C107S SpEro1b p-
2cMyc, C393S SpEro1b p-2cMyc und C396S SpEro1b p-2cMyc zu Zonen des Nicht-Wachstums, 
die zwischen 31,0 ± 1,0 mm und 41,5 ± 3,5 mm lagen und somit keine signifikanten 
Unterschiede zu denen der Insert-freien Kontrollzellen aufwiesen. Auch im Falle von SpEro1b 
p gibt es Transformanden, die eine Zwischenstellung einnehmen. Zellen, die C92S SpEro1b p-
2cMyc exprimieren, waren nicht in der Lage, innerhalb einer Zone von 28,0 ± 0,0 mm um die 
DTT-Quelle zu wachsen. 
 
Tab. 8 Phänotyp der Cystein  Serin-Substitutionsallele von Sp-ero1a+-5cMyc und Sp-ero1b+-2cMyc  
S. cerevisiae ero1-1-Transformanden, die ein Insert-freies Plasmid (NK), Protein in Wildtyp-Konfiguration (WT) 
oder die Cystein  Serin-Substitutionsallele von SpEro1a p-5cMyc bzw. SpEro1b p-2cMyc exprimieren, wurden 
bei 37°C kultiviert und ihre Fähigkeit, die ero1-1 Mutation zu komplementieren, im Spot-Test sowie in 
Flüssigkultur analysiert. Des Weiteren wurde die Oxidative Kapazität der Mutanten im DTT-Filterassay bei 30°C 
bestimmt. AS des N-terminalen Cysteinmotivs sind in rot, des C-terminalen Cysteinmotivs in blau dargestellt. 
+: gutes Wachstum, +/-: vermindertes Wachstum, -: kein Wachstum 
 
SpEro1a p  
 WT NK C68S C78S C83S C168S C355S C358S C361S 
Spot-Test +/- - - - - +/- - - + 
Flüssigkultur +/- - - - - +/- - - + 
DTT-Filtertest Ø mm 24,0 35,2 33,0 35,0 38,0 28,0 36,0 34,0 21,3 
          
SpEro1b p 
 WT NK C92S C102S C107S C212S C390S C393S C396S 
Spot-Test + - - + +/- + + - - 
Flüssigkultur + - -- +/- +/- + + - - 
DTT-Filtertest Ø mm 17,0 35,2 28,0 31,0 33,0 19,6 24,0 33,3 41,5 
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Die Ergebnisse (Tab. 8) implizieren, dass C68, C78, C83, C355 sowie C358 für die oxidative 
Aktivität von SpEro1a p von Bedeutung sind, während C168 und C361 weitgehend für diese 
Funktion entbehrlich zu sein scheinen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den bei den 
Komplementationsanalysen erzielten Resultaten. Für die oxidative Aktivität von SpEro1b p 
werden die Cysteine C102, C107, C393 und C396 benötigt. Dagegen scheinen C92, C212 sowie 
C390 weitgehend für diese Funktion entbehrlich zu sein. Interessanterweise sind im Falle von 
SpEro1b p nicht alle Cysteine, die für Komplementation des konditionalen Wachstumsdefekts 
von ero1-1 Zellen benötigt werden, auch für die oxidative Aktivität des Proteins wichtig. Es 
zeigte sich, dass C92, das für das Wachstum bei nicht-permissiver Temperatur essenziell ist, 
nicht für die oxidative Aktivität von SpEro1b p benötigt wird; demgegenüber sind die Cysteine 
C102 und C107 aus dem N-terminalen Cystein-Motiv für die Komplementation der ero1-1-
Mutante nicht erforderlich, jedoch für die Aufrechterhaltung der zellulären oxidativen Kapazität 
durch SpEro1b p von Bedeutung. 
 
 
4.4 Heterologe Expression Disulfidbrücken enthaltender Proteine in S. pombe 
4.4.1 Analyse der Expression von Orf19 aus PPVO 
Als Testsystem für die Untersuchung eines disulfidverbrückten Proteins wurde das E10R-
Homologe (Senkevich et al., 2000a; 2000b; 2002a) der ERV1/ALR (essential for respiration 
and vegetative growth/augmenter of liver regeneration) – Familie aus PPVO (Parapoxvirus 
ovis, Cottone et al., 1998; Haig and Mercer, 1998) ausgewählt. 
Proteine dieser Familie kommen in allen Eukaryonten sowie cytoplasmatischen DNA-Viren vor 
und zeichnen sich durch ein charakteristisches CxxC-Motiv aus, welches eine mögliche 
Redoxfunktion dieser Proteine impliziert (Senkevich et al., 1997).  
E10R aus Vaccinia besitzt 3 Cysteinreste, wobei C43 und C46 Bestandteile des konservierten 
CxxC-Motivs sind, während C30 lediglich in einigen nahe verwandten Spezies konserviert ist. 
Da gezeigt werden konnte, dass die Cysteinreste 43 und 46 disulfidverbrückt vorliegen 
(Senkevich et al., 2000b), eignet sich dieses Protein hervorragend, um die Bildung von 
Disulfidbrücken in S. pombe zu analysieren. 
Die für das E10R-Homolog (Orf19 aus PPVO) codierende DNA wurde PCR-amplifiziert, in 
den S. pombe-Expressionsvektor (pREP4X) kloniert und in einen S. pombe-Stamm 
transformiert. Zum immunologischen Nachweis des Proteins wurde es C-terminal mit einem 
dreifachen Hämagglutinin-Tag (3xHA) versehen. 
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Für detaillierte Untersuchungen eines Proteins ist es notwendig, dass das gewünschte Protein in 
ausreichenden Mengen zur Verfügung steht. Da die Expressionseffizienz heterolog exprimierter 
Proteine wachstumsphasenabhängigen variieren kann, wurden zunächst Analysen zur 
Expression durchgeführt (Abb. 40). Dabei zeigte sich, dass Orf19p bei einer OD600 nm von ca. 
0,4 – 0,8 am stärksten exprimiert wird. 
 






Abb. 40 Wachstumsphasenabhängige Expression von Orf19p in S. pombe 
S. pombe-Transformanden, die ein Insert-freies Plasmid (Negativkontrolle, N) tragen oder Orf19p exprimieren, 
wurden bei 30°C kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und je 50 µg der P13 
Fraktionen in einem 15 %-igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Antikörpern gegen HA detektiert.  
 
4.4.2 Intrazelluläre Verteilung des heterolog exprimierten PPVO Orf19 in S. pombe 
Da die Bildung der meisten Disulfidbrücken bei Hefen im ER stattfindet, galt es zu prüfen, ob 
das heterologe Protein in den sekretorischen Pathway gelangt. Für Orf19p wird eine 21 AS 
umfassende putative Signalsequenz am Aminoterminus für die Translokation ins ER 
vorhergesagt (Nielsen et al., 1997), was nahe legt, dass es in den sekretorischen Pathway 
eintritt. Zur intrazellulären Lokalisierung von Orf19p wurde eine grobe Fraktionierung der 
Zellbestandteile mit Hilfe der differenziellen Zentrifugation vorgenommen. Transformanden, 
die Orf19p exprimieren, wurden wie in Material und Methoden angegeben fraktioniert. 
 
 










Abb. 41 Intrazelluläre Lokalisierung von Orf19p 
S. pombe Transformanden der frühen logarithmischen Phase wurden geerntet, aufgeschlossen und der Rohextrakt 
(CE) wurde in P13 und S13 Fraktionen separiert wie in Material und Methoden angegeben. Die S13 Fraktion 
wurde bei 100.000 x g zentrifugiert, wodurch ein „high speed“ Pellet (P100) und Überstand (S100) gewonnen 
wurde. Je 50 µg Protein jeder Fraktion wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern gegen 
HA bzw. Cnx1p detektiert. 
 
Orf19p konnte in der P13, verstärkt jedoch auch in der P100 Fraktion nachgewiesen werden 
(Abb. 41). Die gleiche Verteilung weist das ER Membranprotein Calnexin (Jannatipour and 
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Rokeach, 1995) auf. Das verstärkte Auftreten der beiden Proteine in der P100 Fraktion ist durch 
Unterschiede in den geladenen Proteinmengen erklärbar (P100 und S100 weisen 
vergleichsweise mehr Protein als die übrigen Fraktionen auf). Diese Annahme wurde durch 
Anfärben der Proteine auf der Membran mit Ponceau S bestätigt (Daten nicht gezeigt). 
Da Orf19p und Calnexin kolokalisieren, kann davon ausgegangen werden, dass Orf19p in den 
sekretorischen Pathway gelangt ist. 
 
4.4.3 Untersuchungen der Disulfidbrücken in heterolog exprimiertem Orf19p 
Um in späteren Untersuchungen festzustellen, ob die Cysteinreste 43 und 46 auch im 
heterologen Expressionssystem disulfidverbrückt vorliegen, wurde eine gerichtete Mutagenese 
durchgeführt. Dabei wurden die entsprechenden Cysteine durch Serine ersetzt (C43S, C46S, 
C43/46S). Zur Kontrolle wurde ein Mutantenprotein konstruiert, bei dem C30 (siehe oben) 
durch Serin substituiert wurde. Alle Mutantenproteine werden effizient in S. pombe gebildet 
(Abb. 42) und können somit für weiterführende Analysen verwendet werden. 
 
 









Abb. 42  Expression der Cystein  Serin-Substitutionsallele von Orf19p in S. pombe 
S. pombe Transformanden, die Wildtyp-Orf19p bzw. die angegebenen Mutantenproteine exprimieren, wurden bei 
einer OD600 nm von 0,7 geerntet und aufgeschlossen. Je 50 µg Protein wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, 
geblottet und mit Antikörpern gegen HA detektiert. 
 
Um zu testen, ob S. pombe in der Lage ist, die korrekten Disulfidbrücken in Orf19p 
einzuführen, wurde der Oxidationsstatus von Mutanten, die Wildtyp-Orf19p, C43S-Orf19p, 
C46S-Orf19p, C43/46S-Orf19p bzw. C30S-Orf19p exprimierten, durch kovalente Modifikation 




- + - + - - DTT + + - + 
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Abb. 43 Analyse des Oxidationsstatus der Cystein  Serin-Substitutionsproteine von Orf19p in S. pombe 
S. pombe Transformanden, die Wildtyp Orf19p bzw. die angegebenen Mutantenproteine exprimieren, wurden in 
An- oder Abwesenheit von 10 mM DTT inkubiert. TCA-präzipitierte Proteine wurden in Gegenwart von 20 mM 
AMS präpariert. Anschließend wurden die Proben durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern 
gegen HA detektiert. 
 
Abb. 43 zeigt, dass Wildtyp-Orf19p in S. pombe überwiegend im vollständig oxidierten Zustand 
vorliegt. Bei Expression von C43S-Orf19p kann bereits ohne Zugabe von DTT eine weitere 
Bande mit verringerter Mobilität beobachtet werden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass dieses 
Protein, wie erwartet, über ein freies Cystein verfügt und C43 daher offenbar an der Ausbildung 
einer Disulfidbrücke beteiligt ist. Im Gegensatz dazu konnte bei der Analyse von C46S-Orf19p 
und C30S-Orf19p keine zusätzliche Bande detektiert werden. Dies spricht dafür, dass kein 
Cystein für die AMS-Modifikation zugänglich war, was darauf hindeuten könnte, dass diese 
Proteine möglicherweise auch intermolekulare Disulfidbrücken ausbilden können. Der bei der 
Expression von C43/46S-Orf19p auftretende Shift ist wahrscheinlich auf die C43S Mutation 
zurückzuführen. Da Orf19p im Gegensatz zu dem gut charakterisierten E10R aus Vaccinia über 
ein weiteres Cystein verfügt (C38) und der Oxidationsstatus von Orf19p in ovinen Zelllinien 
bisher noch unbekannt ist, kann derzeit nicht abgeklärt werden, ob die geknüpften 
Disulfidbrücken denen des Proteins bei Expression in authentischer Umgebung entsprechen. 
 
4.4.4 Optimierung der Bildung von Disulfidbrücken in S. pombe 
Für eine effiziente Synthese von korrekt gefalteten disulfidhaltigen Fremdproteinen ist es 
notwendig, die Kapazität des Wirtsorganismus hinsichtlich der Disulfidbrückenbildung zu 
kennen und gegebenenfalls zu optimieren. Da Ero1-ähnliche Proteine einen limitierenden 
Faktor bei der oxidativen Faltung von Proteinen darstellen könnten, soll in folgendem Ansatz 
geprüft werden, ob eine verstärkte Expression von SpEro1a p bzw. SpEro1b p zu einer 
verbesserten Produktion des Disulfidbrücken enthaltenden Orf19p führt. Hierfür wurden S. 
pombe-Zellen mit Plasmiden transformiert, auf denen Orf19p unter der Kontrolle des starken 
nmt1-3X-Promotrs steht.  
Die Expressionslevel von SpEro1a p und SpEro1b p variierten aufgrund des Einsatzes von 
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Abb. 44 Bildung von Orf19p in Abhängigkeit vom Expressionslevel von SpEro1a p bzw. SpEro1b p 
S. pombe Transformanden, die Orf19p (Plasmid pREP4X) sowie SpEro1a p bzw. SpEro1b p, die unter der 
Kontrolle der angegebenen Promotoren standen, koexprimierten, wurden aufgeschlossen. Je 50 µg Protein wurden 
durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Antikörpern gegen HA (Orf19p), cMyc (SpEro1a p bzw. SpEro1b 
p) und Tubulin (Ladekontrolle) detektiert. 
 
Abb. 44 zeigt, dass die Menge an SpEro1a p und SpEro1b p durch Variation der Promotoren 
reguliert werden kann. Im Falle von SpEro1a p (Abb. 44, links) geht die erhöhte Expression 
dieses Proteins (nmt1-41X) offenbar auch mit verstärkter Proteolyse desselben einher. Bei 
extremer Überexpression (nmt1-3X) kann SpEro1a p nicht mehr detektiert werden. Die 
Tatsache, dass die entsprechenden Transformanden in der Lage sind, in Leucin- und Uracil-
freiem Medium zu wachsen, impliziert, dass die Zellen möglicherweise in der Lage waren, das 
Plasmid-kodierte ura4+ Gen in ihr Chromosom zu integrieren oder aber auf Zellen selektiert 
wurde, bei denen aufgrund einer spontanen Mutation in Sp-ero1+-cMyc ein funktionsunfähiges 
Protein entstand. Gleichwohl wird deutlich, dass die Erhöhung der Menge an SpEro1a p zur 
gesteigerten Produktion von Orf19p-HA führt. 
Bei verstärkter Expression von SpEro1b p kann ebenfalls eine Steigerung der Ausbeute an 
Orf19p-HA (nmt1-81X  nmt1-41X) beobachtet werden (Abb. 44, rechts). Jedoch führt auch 
hier die extreme Überproduktion an SpEro1b p (nmt1-3X) nicht zu einer weiteren Erhöhung der 
Produktmenge. Vielmehr ist diese im Vergleich zur Verwendung des moderaten 41X-Promotors 
geringer, was dafür spricht, dass bei drastischer Überexpression zweier Proteine die Kapazität 
der Zelle, derartige Mengen an korrekt gefaltetem Protein zu produzieren, erschöpft wird. 
Zusammenfassend konnte demonstriert werden, dass die gesteigerte Expression von Ero1-
ähnlichen Proteinen zu einer verbesserten Produktion des disulfidhaltigen heterologen Proteins 
Orf19p-HA führt, wobei die Ausbeute bei Erhöhung des Expressionslevels von SpEro1b p 
vergleichsweise höher war als bei SpEro1a p. Die Ergebnisse implizieren, dass SpEro1a p und 
SpEro1b p limitierende Faktoren bei der oxidativen Faltung von Proteinen darstellen. 
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5 Diskussion 
5.1 Optimierung von S. pombe für die heterologe Genexpression 
5.1.1 Auswahl eines geeigneten Expressionssystems 
Entscheidende Kriterien bei der Auswahl eines Expressionssystems sind unter anderem die 
einfache genetische Manipulierbarkeit, die „Codon usage“, die Befähigung, Introns zu 
excisieren, die Einführung post-translationaler Modifikationen sowie die Stabilität des 
gewünschten Proteins. Verschiedene Hefen, die als gute Expressionssysteme angesehen werden 
(vgl. Einleitung), unterscheiden sich zum Teil gravierend in diesen Eigenschaften. So weicht 
z.B. die „Codon usage“ von S. pombe, S. cerevisiae oder P. pastoris deutlich voneinander ab 
(Sharp et al., 1988; Sharp and Matassi, 1994; Nakamura et al., 2000). 
Vergleicht man den Anteil an Intron-haltigen Genen, so stellt man fest, dass dieser in S. 
cerevisiae lediglich 5 % beträgt, während in S. pombe 45 % der Gene Introns besitzen. Ein 
augenfälliger Unterschied in der Splicing-Maschinerie verschiedener Organismen sind die 
Faktoren, die für die Erkennung der 3´-Splicesite benötigt werden. Diese Faktoren sind 
zwischen dem Menschen und S. pombe sehr ähnlich. Dies korreliert gut mit den eher schwach 
konservierten Erkennungssequenzen an den 3´-Enden der Introns in diesen beiden Organismen 
im Vergleich zu den invarianten Sequenzen in S. cerevisiae (Käufer and Potashkin, 2000). Ein 
weiterer signifikanter Unterschied besteht darin, dass Phosphorylierungen bei der Regulation 
des Splicings in S. pombe und dem Menschen, aber nicht in S. cerevisiae, wichtig sind. Im 
Einklang damit weisen viele für das Splicen benötigte Komponenten von S. pombe höhere 
Ähnlichkeiten zu den entsprechenden Proteinen der Säuger als zu denen von S. cerevisiae auf.  
Die Kohlenhydratketten von Glycoproteinen in Säugen weichen signifikant von denen der 
Hefen und Insekten ab. Während der im ER stattfindende Transfer eines Lipid-verknüpften 
Oligosaccharids (Glc3Man9GlcNAc2) auf einen Asparaginrest vom Menschen bis zur Hefe hoch 
konserviert ist (Kornfeld and Kornfeld, 1985; Roth, 1995; Burda and Aebi, 1999), finden im 
Golgi sehr unterschiedliche Prozessierungsschritte statt (Betenbaugh et al., 2004). 
Insektenzellen entfernen typischerweise die meisten (oder in seltenen Fällen alle) Mannosereste, 
um N-Glycane von Typ Man3-1GlcNAc2 zu generieren und fügen  1,3-verknüpfte Fucosereste 
an (Kubelka et al., 1994). Diese Modifikation ist im Falle therapeutischer Glycoproteine 
unerwünscht, da α-1,3-fucosylierte N-Glycane für Säuger immunogen sind (Prenner et al., 
1992; Tretter et al., 1993; Wilson et al., 1998). 
In Säugerzellen werden eine Vielzahl von Zuckern, wie z.B. Galactose, N-Acetylglucosamin 
und Sialylsäure angefügt (Kornfeld and Kornfeld, 1985). Im Gegensatz dazu enthalten 
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Glycoproteine in Hefen keine zusätzlichen GlcNAc oder Sialylsäurereste. Statt dessen können 
Hefen 50 oder sogar mehr Mannosereste an das Man8-9GlcNAc2 Grundgerüst anhängen 
(Goochee et al., 1991; Burda and Aebi, 1999). Diese hypergycosylierten, nicht-humanen 
Strukturen könnten unerwünschte immunogene Effekte hervorrufen und möglicherweise mit der 
Faltung oder der Funktion des Fremdproteins interferieren (Romanos et al., 1992; Gemmill and 
Trimble, 1999). Die Hyperglycosylierung, wie sie für S. cerevisiae typisch ist, scheint in den 
methylotrophen Hefen H. polymorpha und P. pastoris weniger verbreitet zu sein (Grinna and 
Tschopp, 1989; Trimble et al., 1991; Montesino et al., 1998; Bretthauer and Castellino, 1999). 
Gleichwohl wurden auch Beispiele für die Hyperglycosylierung von rekombinanten Proteinen 
in P. pastoris (Scorer et al., 1993) beschrieben. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass 
IGF-I, welches im Menschen nicht glycosyliert wird, bei Expression in P. pastoris O-
glycosyliert wurde (Brierley, 1998). 
Im Gegensatz zu S. cerevisiae und anderen Hefespezies besitzt S. pombe Galactosereste in 
seinen Mannose-reichen Zuckerketten (Moreno et al., 1990; Ballou et al., 1994). 
Die Verwendung von Hefe als heterologes Expressionssystem beschränkte sich lange auf nicht-
glycosylierte Proteine oder Proteine, für deren Funktionalität eine authentische Säugertyp-
Glycosylierung nicht erforderlich ist (Eckart and Bussineau, 1996; Grabenhorst et al., 1999). 
Durch Expression exogener Glycosyltransferasen konnten jedoch komplexere 
Prozessierungsfähigkeiten in diesen Wirtsorganismen erzielt werden (Chiba et al., 1998; 
Bobrowicz et al., 2004; Gerngross, 2004; Wildt and Gerngross, 2005). Dies impliziert, dass 
Zelllinien genetisch so modifiziert werden können, dass sie Glycoproteine von Säugern von 
therapeutischem Wert erzeugen können. 
Die Tatsache, dass S. pombe über einen ausgeprägten Golgi (Smith and Svoboda, 1972) sowie 
über Galactosyltransferaseaktivität, die in anderen Hefen nicht vorkommen, verfügt, könnte ein 
entscheidender Vorteil von S. pombe gegenüber anderen Hefen für die Expression von 
Säugerproteinen sein.  
Zur Auswahl eines geeigneten Expressionssystems wurde in der vorliegenden Arbeit auf das 
Testprotein vVEGF des PPVO Stammes D1701 zurückgegriffen. Mit Hilfe dieses 
Modellproteins gelang es, Unterschiede bei der Stabilität, die möglicherweise auf Ubiquitin-
abhängiger Proteolyse basiert, zwischen S. cerevisiae und S. pombe zu identifizieren. 
Eigenschaften eines Proteins, die diesem Instabilität verleihen, werden als Abbausignale 
(degradation signals) oder Degrons bezeichnet (Varshavsky, 1991). Die essenzielle 
Komponente eines Abbausignals ist eine destabilisierende N-terminale Aminosäure eines 
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Proteins (Bachmair et al., 1986; Varshavsky, 1992, 1996). Dieses Signal wird daher auch als N-
Degron bezeichnet. Eine Reihe von Untersuchungen an N-Degrons, die unterschiedliche N-
terminale AS aufwiesen, führte zur Entdeckung der sog. „N-end rule“, welche die N-terminale 
AS mit der Halbwertszeit des jeweiligen Proteins in vivo in Verbindung bringt. Der „N-end 
rule“ Pathway ist in allen bisher untersuchten Organismen, einschließlich E. coli (Tobias and 
Varshavsky, 1991; Shrader et al., 1993), S. cerevisiae (Bachmair et al., 1986; Bachmair and 
Varshavsky, 1989) und Säugerzellen (Gonda et al., 1989; Levy et al., 1996), in ähnlichen, 
jedoch unterschiedlichen Versionen vorhanden. 
In Eukaryonten besteht ein N-Degron aus mindestens zwei Determinanten: einer 
destabilisierenden N-terminalen AS und einem internen Lysinrest, der sich meist im 
aminoterminalen Teil des Proteins befindet (Bachmair and Varshavsky, 1989; Johnson et al., 
1990; Nishizawa et al., 1993; Dohmen et al., 1994; Varshavsky, 1996). Die N-terminale AS 
wird durch N-Recognin erkannt, während das Lysin den Startpunkt für die Ausbildung einer 
Multiubiquitinkette darstellt (Chau et al., 1989; Bartel et al., 1990; Spence et al., 1995). 
Ubiquitin ist ein 76 AS langes Protein, dessen kovalente Konjugation an andere Proteine in eine 
Vielzahl von Prozessen, wie beispielsweise Zellwachstum und -differenzierung, Signal-
transduktion, DNA Reparatur, Transmembranverkehr sowie der Stressantwort, involviert ist. In 
vielen dieser Vorgänge agiert Ubiquitin als Erkennungssignal, das zum prozessiven Abbau des 
Ubiquitin-Protein-Konjugats führt (Hershko, 1991; Jentsch, 1991; Hochstrasser, 1995; Pahl and 
Baeuerle, 1996). Nach Bindung eines „N-end rule“-Substrates durch einen sog. Erkennungs-
komplex erfolgt die Bildung einer Substrat-verknüpften Multiubiquitinkette (Dohmen et al., 
1991; Madura et al., 1993). Das ubiquitinylierte Substrat wird anschließend durch das 26S 
Proteasom, einen ATP-abhängigen Proteasekomplex aus mehreren Untereinheiten, abgebaut 
(Hershko, 1991; Rechsteiner et al., 1993; Hochstrasser, 1995; Hilt and Wolf, 1996). 
Ein Austausch des Lysins, das den Startpunkt für die Ausbildung der Multiubiquitinkette 
darstellt, durch ein Arginin verhindert die Ubiquitinylierung und führt somit zu einer längeren 
Halbwertszeit des entsprechenden Proteins (Bachmair and Varshavsky, 1989; Nishizawa et al., 
1993; Kwon et al., 1999). 
Virales VEGF besitzt an Position 2 seiner Polypeptidkette einen Lysinrest (K2) und weist damit 
ein Hauptmerkmal eines N-Degrons auf. Falls das Protein Target des Ubiquitin-vermittelten 
Abbaus darstellt, ist es wahrscheinlich, dass dieses Lysin eine essenzielle Rolle für seine 
Stabilität spielt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass K2 eine Determinante 
für dessen Destabilisierung in S. cerevisiae darstellt, während diese AS keinen 
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destabilisierenden Effekt in S. pombe hat. Dieses Ergebnis deutet an, dass es Unterschiede im 
Ubiquitin-vermittelten Abbau von Proteinen in diesen beiden Hefen gibt. Aufgrund dieses 
Befundes könnte die Verwendung von S. pombe als heterologes Expressionssystem eine 
attraktive Alternative für die Produktion von rekombinanten Proteinen, welche in S. cerevisiae 
nicht stabil sind, darstellen.  
Es konnte gezeigt werden, dass in S. cerevisiae und S. pombe produziertes vVEGF in der Lage 
ist Homodimere auszubilden. Dieser Befund deutet an, dass die 3D-Strukturen von 
rekombinantem VEGF[K2] und VEGF[K2R] sehr ähnlich oder möglicherweise sogar identisch 
mit der nativen Struktur von vVEGF sind. 
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde S. pombe als Wirtsorganismus für die heterologe 
Produktion von viralen Proteinen ausgewählt. 
 
5.1.2 Heterologe Expression von Disulfidbrücken enthaltenden Proteinen in S. 
pombe 
Disulfidbrücken enthaltende Proteine aus PPVO werden normalerweise im Cytoplasma von 
Wirtszellen gebildet, da PPVO die für die Oxidation notwendigen Enzyme mitbringt. Bisher ist 
jedoch kein System für die Bildung von Disulfidbrücken im Cytoplasma von Hefen bekannt, 
statt dessen werden Disulfidbrücken im ER (Helenius et al., 1992) sowie im Intermembranraum 
von Mitochondrien (J. Herrmann, pers. Mitteilung) gebildet. Heterolog exprimiertes Orf19p 
gelangt vermutlich aufgrund seiner N-terminalen Signalsequenz in den sekretorischen Pathway. 
Dies wird durch die Kolokalisierung mit Calnexin deutlich. 
Um zu prüfen, ob S. pombe in der Lage ist, korrekte Disulfidbrücken in Orf19p einzuführen, 
wurde der Oxidationsstatus von C43, C46 und C30 in Orf19p durch kovalente Modifikation mit 
dem Thiol-konjugierenden Agens AMS bestimmt. Orf19p erwies sich als vollständig oxidiert 
(Abb. 43). Da Orf19p vier Cysteinreste besitzt (im Unterschied zu dem bereits gut 
charakterisierten Homolog E10R aus Vaccinia mit lediglich drei Cysteinresten, Abb. 53), ist 
derzeit unklar, ob die geknüpften Disulfidbrücken denen des Proteins bei Expression in 
authentischer Umgebung entsprechen. Mit Hilfe der Analyse des Oxidationszustandes von 
Orf19p in ovinen Zellkulturen sowie weiteren CS Mutanten von Orf19p in S. pombe könnte 
diese Frage abgeklärt werden.  
Die Tatsache, dass S. pombe in der Lage ist, Disulfidbrücken in ein heterolog exprimiertes 
Testprotein einzuführen, kennzeichnet diese Hefe als einen vielversprechenden 
Wirtsorganismus für die Produktion aktiver Fremdproteine. 
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5.1.3 Strategien zur Optimierung von S. pombe als heterologes Expressionssystem 
5.1.3.1 Plasmide, Integration und Sekretion 
Da die Centromere von S. pombe zu groß sind, um in einen typischen bakteriellen Shuttlevektor 
kloniert zu werden, existieren keine „single copy“ Vektoren für S. pombe (Übersicht in Hayles 
and Nurse, 1992; Forsburg, 1999). Plasmide, die die S. pombe ars1 Sequenz für die autonome 
Replikation besitzen, kommen in mehrfachen Kopien pro Zelle (15–80) vor, sind jedoch selbst 
unter selektiven Bedingungen mitotisch instabil. So ist es keine Seltenheit, dass 10 bis 50 % der 
Zellen einer Population ihre Plasmide verlieren (Hayles and Nurse, 1992; Siam et al., 2004). 
Die stb Sequenz (stabilizing sequence) aus S. pombe führt zu mitotisch und meiotisch stabileren 
Transformanden. Wird stb mit ars1 kombiniert, ist der resultierende Vektor stabiler als 
herkömmliche multi copy Vektoren, weist eine Kopienzahl von ca. 80 pro Zelle auf und führt 
ohne Selektion zu einem Plasmidverlust von ca. 13 % pro Generation. Im Falle des stabilen 
ultra-high copy Vektorsystems pTL2M/pAL7 (Giga-Hama and Kumagai, 1999) wurde durch 
Kombination aus ars1+stb und Selektion auf das Antibiotikum G418 (Geneticin) die 
Kopienzahl auf bis zu mehr als 200 Kopien pro Zelle erhöht. Wenn das humane Lipocortin I 
Gen von diesem Vektorsystem exprimiert wurde, betrug der Anteil an Lipocortin I bis zu 50 % 
des gesamten löslichen Proteins in S. pombe (Giga-Hama et al., 1994). 
Aufgrund der hohen Frequenz an Plasmidverlust sollten Experimente, bei denen eine stabile 
Anzahl an Kopien des jeweiligen Gens benötigt wird, mit Integrationsvektoren durchgeführt 
werden. Der Vorteil einer chromosomalen Integration besteht in der Stabilität des 
transformierten Hefestammes, welcher dann in Voll- anstatt in Selektivmedium kultiviert 
werden und somit ohne das Risiko des Verlusts des erwünschten Gens zu einer höheren Dichte 
heranwachsen kann. In diesem Falle ist die Überexpression abhängig von der Auswahl des 
Promotors (Rothstein, 1991). Vorzugsweise verwendet man einen gut regulierbaren Promotor, 
um eine Trennung von Wachstumsphase und Expressionsphase des gewünschten Proteins zu 
erreichen. Derzeit ist lediglich eine limitierte Anzahl an integrativen Expressionsvektoren für S. 
pombe verfügbar. Sie basieren auf der Komplementation von S. pombe Mutationen durch die 
entsprechenden homologen Gene von S. cerevisiae, beispielsweise leu1 und ura4 (Grimm et al., 
1988), oder der direkten Integration in die 5 S ribosomale DNA (Smerdon et al., 1998). 
Die Sekretion gewünschter Proteinprodukte weist gegenüber der intrazellulären Expression 
erhebliche Vorteile auf. Zum einen umgeht die Sekretion des Proteins in das extrazelluläre 
Medium die Notwendigkeit des Zellaufschlusses und erleichtert damit die kostenaufwändige 
Aufreinigung des Proteins, da die Menge an endogenen Proteinen im Kulturmedium von Hefe 
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vergleichbar gering ist (Romanos et al., 1992; Eckart and Bussineau, 1996). Zum anderen ist 
eine mögliche Toxizität des Produktes auf den Wirtsorganismus von geringerer Bedeutung.  
Die Signalsequenz, die vom SRP (signal recognition particle) erkannt wird, ist für die Passage 
durch den sekretorischen Pathway notwendig. Bisher wurde lediglich eine limitierte Anzahl an 
sezernierten Fremdproteinen in S. pombe produziert. Im Falle von humanem Antithrombin III, 
humaner gastrischer Lipase, humaner alkalischer Phosphatase der Plazenta sowie Invertase aus 
S. cerevisiae, funktionierten die authentischen sekretorischen Signale der entsprechenden 
Proteine auch in S. pombe und führten somit zu deren Sekretion (Benoist et al., 1980; Belsham 
et al., 1986; Bröker et al., 1987; Sanchez et al., 1988). Bei vielen anderen sekretorischen 
Proteinen wurden die authentischen Signalpeptide nicht vom SRP von S. pombe erkannt, 
wodurch die Präcursorproteine nicht in das ER transloziert wurden und statt dessen im 
Cytoplasma der Zellen verblieben. Durch eine N-terminale Fusion der putativen 
Sekretionssequenz des Matingpheromons P-Faktor, gefolgt von der Prozessierungsstelle KKR 
für die Protease Krp1p, gelang es jedoch, matures IL-6 mit der authentischen N-terminalen AS 
effizient aus S. pombe zu sezernieren (Giga-Hama, 1997). 
Für die Verwendung von S. pombe als heterologes Expressionssystem wäre es somit 
empfehlenswert, die entsprechenden Fusionskonstrukte, die unter der Kontrolle eines 
regulierbaren Promotors stehen sollten, mit einer Signalsequenz zur Sekretion in das 
Kulturmedium zu versehen und in das Genom von S. pombe zu integrieren. 
 
5.1.3.2 Optimierung der heterologen Proteinproduktion durch gerichtete Überexpression 
Eine Voraussetzung für die Produktion großer Mengen an aktivem Protein ist die korrekte 
Faltung des neu synthetisierten Polypeptids. Oft ist dies nur in Gegenwart geeigneter Chaperons 
möglich. Ein Wirtsorganismus kann möglicherweise nicht die benötigten Mengen an Chaperons 
zur Verfügung stellen, was zu Denaturierung und Aggregation des gewünschten Proteins führt 
und somit eine geringe Ausbeute des Produkts zur Folge hat. Daher könnte die Überexpression 
spezifischer Chaperons die Ausbeute an aktivem und sezerniertem Protein signifikant erhöhen. 
So konnte bereits gezeigt werden, dass die Überproduktion von Pdi1p von S. cerevisiae von 
einer einzelnen chromosomal integrierten Kopie zu zehnfach höheren Mengen an sezerniertem 
humanem Platelet derived growth factor B (PDGF-B) Homodimer und zu einer vierfachen 
Steigerung der Sekretion von Saurer Phosphatase aus S. pombe in S. cerevisiae führt (Robinson 
et al., 1994).  
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Im Falle der Produktion von Immunglobulinen in Insektenzellen führte die Koexpression von 
BiP zu einer gesteigerten Produktivität (Hsu et al., 1994a; 1994b; Hsu and Betenbaugh, 1997). 
In S. cerevisiae war die Überexpression von BiP in der Lage, die Sekretion von bovinem 
Prochymosin 26-fach zu steigern, wohingegen sie keinen Effekt auf die Sekretion von 
pflanzlichem Thaumatin (Harmsen et al., 1996) sowie von drei anderen Modellproteinen 
(Robinson et al., 1996) zeigte. Shusta et al. (1998) demonstrierten, dass die Koexpression von 
BiP und Pdi1p synergistisch auf die Erhöhung der Sekretion von Einzelketten-Antikörper-
fragmenten wirkten. Erhöhte Mengen an BiP/Kar2p oder PDI sind jedoch nicht immer 
vorteilhaft für die Produktion von Fremdproteinen. In Säugerzellen konnte beispielsweise 
gezeigt werden, dass die Überexpression von PDI die Produktion von rekombinanten Proteinen 
verringert und die Akkumulation von Proteinen verursacht (Davis et al., 2000). 
Ruohonen et al. (1997) beschreiben, dass eine erhöhte Produktion von sezernierten Proteinen in 
S. cerevisiae durch die Überexpression von Sso1p oder Sso2p, die am Targeting und der Fusion 
der vom Golgi abstammenden sekretorischen Vesikel mit der Plasmamembran beteiligt sind, 
erreicht werden kann. Daher könnten die Sso Proteine limitierende Komponenten der 
Sekretionsmaschinerie bei der Exocytose in Hefe darstellen. 
Valkonen et al. (2003) berichten, dass die Manipulation des UPR-Regulators Hac1p in S. 
cerevisiae die Produktion sowohl von nativen als auch von Fremdproteinen erhöhte. Die 
Disruption von HAC1 führte zu einer verringerten Sekretion von α-Amylase aus Bacillus 
amyloliquefaciens (70 bis 75 %-ige Reduktion) und Endoglucanase (EGI) aus Trichoderma 
reesei (40 bis 50 %-ige Reduktion). Die konstitutive Überexpression von HAC1 resultierte in 
einer 70 %-igen Steigerung der Sekretion von α-Amylase, hatte jedoch keinen Effekt auf die 
Sekretion von EGI. Die Mengen an endogener Invertase stieg in dem HAC1 
überexprimierenden Stamm auf das Doppelte an. 
Aufgrund der oben diskutierten Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die 
Überexpression von Chaperons und Foldasen nicht immer zu einer verstärkten Sekretion des 
gewünschten Proteins führen und die physikalischen Charakteristika des zu sezernierenden 
Proteins und/oder das Anpassen des Expressionslevels von Faktoren, die die Faltung 
beeinflussen, möglicherweise kritisch für das Design eines Expressionssystems mit gesteigerter 
Produktion eines spezifischen Fremdproteins sein können. 
Bezüglich der Strategie, eine effizientere Synthese von heterolog exprimierten Proteinen durch 
Überexpression spezifischer Chaperons zu erreichen, liegen in S. pombe bisher noch keine 
Informationen vor. Die Steigerung der Kapazität des gesamten sekretorischen Pathways durch 
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Überexpression von Regulatoren der UPR ist in S. pombe derzeit noch nicht möglich, da die 
entsprechenden Elemente bisher uncharakterisiert sind. 
Da Ero1-ähnliche Proteine einen limitierenden Faktor bei der oxidativen Faltung von Proteinen 
darstellen könnten, wurde geprüft ob die Überexpression von Ero1-ähnlichen Proteinen zu einer 
verbesserten Produktion eines disulfidhaltigen Fremdproteins führt. Es konnte gezeigt werden, 
dass die gesteigerte Expression von SpEro1a p und SpEro1b p zu einer deutlich erhöhten 
Ausbeute des disulfidhaltigen heterologen Proteins Orf19p-HA führt, wobei die beste Ausbeute 
durch Erhöhung des Expressionslevels von SpEro1b p erreicht wurde. 
Die hier vorliegenden Ergebnisse implizieren, dass in S. pombe der limitierende Schritt bei der 
Faltung von Proteinen möglicherweise in der Oxidation der Disulfidbrücken besteht. 
In Säugerzellen beschleunigt die Überexpression von Ero1-Lα und Ero1-Lβ durch selektive 
Oxidation der PDI die oxidative Faltung ausgewählter Substratproteine, ohne deren 
Endkonzentration signifikant zu verändern (Mezghrani et al., 2001). Chakravarthi und Bulleid 
(2004) bestätigten, dass die Überexpression von humanem Ero1-Lα-cMyc zu einer 
beschleunigten Bildung von Disulfidbrücken und korrekten Proteinfaltung führt. Im Gegensatz 
dazu resultierte eine Verringerung der Mengen an Glutathion in der Zelle zwar zu einer 
beschleunigten Bildung von Disulfidbrücken, sie führte jedoch nicht zu einer korrekten Faltung 
des untersuchten Proteins (humaner Gewebetyp Plasminogenaktivator). Diese Ergebnisse 
zeigen, dass die Verringerung der Glutathionkonzentration dem reduktiven Pathway schadet 
und die effiziente Isomerisierung von Disulfidbrücken verhindert (Chakravarthi and Bulleid, 
2004). Die Bildung von nativen Disulfiden im ER Lumen ist daher, zumindest in Säugerzellen, 
sowohl von einem oxidativen als auch von einem reduktiven Pathway, der die Bildung von 
nicht-nativen Disulfiden verhindert, abhängig. 
 
 
5.2 Disulfidbrückenbildung in S. pombe 
Die Bildung von Disulfidbrücken ist ein wichtiger Schritt in der Reifung extrazellulärer 
Domänen von Plasmamembran- und sezernierten Proteinen in pro- und eukaryontischen Zellen. 
Disulfidbrücken sind oft nicht nur für die Stabilität der Proteinstruktur essenziell; die nicht 
korrekte Ausbildung von Cysteinbrücken verhindert für gewöhnlich die Faltung eines Proteins 
in seine native Konformation (vgl. Einleitung). Darüber hinaus sind Thiol-Redox-Reaktionen 
ein essenzieller Teil der katalytischen Aktivität von diversen metabolischen Enzymen. Zum 
Beispiel wird die cytoplasmatische Ribonukleotidreduktase während ihres katalytischen 
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Zyklusses oxidiert und muss, um reaktiviert zu werden, wieder in ihre reduzierte Form 
überführt werden (Übersicht in Jordan and Reichard, 1998). 
Außerdem kann durch die Änderung des Redoxstatus von Cysteinen die Aktivität von Proteinen 
moduliert werden. In Pflanzen werden Licht-generierte reduzierende Äquivalente genutzt, um 
die regulatorischen Disulfidbindungen in einigen photosynthetischen Enzymen zu reduzieren 
und damit einen Übergang von katabolischer zu anabolischer Atmung zu induzieren (Buchanan, 
1991; Dai et al., 2000). 
Unter spezifischen zellulären Bedingungen werden auch einige Transkriptionsfaktoren, wie z.B. 
die bakteriellen Proteine OxyR und Hsp33, durch die Bildung von intramolekularen 
Disulfidbrücken aktiviert (Zheng et al., 1998; Jakob et al., 1999).  
Während der Disulfidbrückenpathway in Modellorganismen wie beispielsweise E. coli und S. 
cerevisiae bereits gut untersucht ist, sind vergleichbare Daten für S. pombe derzeit noch nicht 
verfügbar. Da beide Hefen nur entfernt miteinander verwandt sind, liefert die Untersuchung der 
Bildung von Disulfidbrücken in S. pombe wichtige Aussagen bezüglich der Konservierung der 
Oxidation von Thiolen im Laufe der Evolution. 
 
5.2.1 Charakterisierung der Pdi1p-Homologen von S. pombe 
PDI stellt eines der Hauptenzyme, die bei der Faltung von Proteinen im ER assistieren, dar. Sie 
katalysiert die Bildung, Reduktion und Isomerisierung von Disulfidbrücken im ER. PDIs 
agieren aber auch als Chaperons und sind möglicherweise in die Qualitätskontrolle involviert 
(vgl. Einleitung). 
SpPdi1p scheint auf struktureller Ebene Pdi1p aus S. cerevisiae und HsPDI aus dem Menschen 
entsprechen (Abb. 8, Abb. 49). SpPdi2p gehört wahrscheinlich zur PDI-D-Familie (Abb. 50) 
und SpPdi3p ist Teil des Zweiges, in dem auch Proteine der PDIR und P5-Familie (Abb. 51) 
gefunden werden. Eine schematische Darstellung der Domänenstruktur verschiedener PDI-
Proteine ist in Abb. 45 gezeigt. Um zu testen, ob die aufgrund von Homologien angenommenen 
Domänengrenzen auch den tatsächlichen entsprechen, könnte eine genaue Charakterisierung der 
Domänenstruktur mittels limitierter Proteolyse, wie für humanes ERp57 beschrieben, 
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Abb. 45 Domänenstruktur von Proteinen der PDI-Familie 
Dargestellt sind PDI-homologe Proteine aus S. pombe (Sp), S. cerevisiae (Sc), dem Menschen (Hs) sowie 
Dictyostelium discoideum (Ddi). Die Domänen a0, a und a´ (gelbe Boxen) sind redoxaktive Thioredoxindomänen, 
während die Domänen b´ (blaue Boxen) und b (grüne Boxen) redoxinaktive Thioredoxindomänen darstellen.  
Die Positionen der entsprechenden CxxC-Motive sind unterhalb der aktiven Domänen angegeben. D bezeichnet die 
α-helikale Domäne, die Proteine der PDI-D Familie kennzeichnet (dunkelgraue Boxen). Die c-Domäne (weiße 
Boxen) stellt eine stark saure Region dar. (Abb. modifiziert nach Ferrari and Söling, 1999 und Freedman et al., 
2002) 
 
Die katalytischen Domänen der PDIs enthalten charakteristische CxxC-Motive, wobei den 
beiden AS, die zwischen den Cysteinen liegen, eine wichtige Rolle bei der Determinierung des 
Redoxpotentials des jeweiligen Enzyms zukommt und somit dessen Funktion als Thiol-
Disulfid-Reduktase, -Oxidase oder -Isomerase bestimmt wird (Ellgaard and Ruddock, 2005). 
Obwohl der Name PDI impliziert, dass alle Mitglieder dieser Familie eine Rolle in der 
Isomerisierung von Proteinen spielen, ist lediglich ein Teil der bisher bekannten humanen PDIs 
in der Lage, diese Reaktion effizient zu katalysieren, wohingegen andere wahrscheinlich nicht 
direkt in die Bildung von korrekten Disulfidbrücken involviert sind. 
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Es gibt vier Determinanten der enzymatischen Aktivität von Mitgliedern der PDI-Familie: I) die 
Sequenz der aktiven Zentren, II) die An- oder Abwesenheit von zusätzlichen AS, die die pKa-
Werte der Cysteine im aktiven Zentrum modulieren können, III) die An- oder Abwesenheit 
eines Paars von geladenen AS (Glutaminsäure-Lysin), das am Protonentransfer beteiligt ist, 
sowie IV) eine hoch affine Substratbindestelle in einer nicht-katalytischen Domäne (b´), die für 
Katalyse von Isomerisierungen notwendig ist (Ellgaard and Ruddock, 2005). Aufgrund dieser 
Determinanten lassen die Sequenzen einzelner PDI-Proteine eine Vorhersage zu, welche Art 
von Reaktionen sie vermutlich ausführen. 
Das Sequenzmotiv CxHC ist das häufigste aktive Zentrum in humanen PDIs und ist in effizien-
ten Thiol-Disulfid-Oxidanzien des ER sowie des bakteriellen Periplasmas vorhanden. Dieses 
Motiv findet sich auch in den beiden katalytischen Domänen von SpPdi1p sowie im ersten ak-
tiven Zentrum von SpPdi2p. In S. cerevisiae kommt es in Pdi1p, Mpd1p sowie Mpd2p vor und 
ist auch in den humanen PDIs PDI, PDIp, ERp57, ERp72, P5, ERp46, TMX3, einer der aktiven 
Zentren von ERdj5 sowie zwei katalytischen Domänen von PDIR (Abb. 45, Tab. 9) vertreten.  
Das zweite aktive Zentrum von SpPdi2p und die katalytische Domäne von SpPdi3p weisen das 
Motiv CGYC auf. Eine BlastP Analyse ergab, dass auch PDIs von Candida albicans, Neospora 
caninum und Toxoplasma gondii über zwei aktive Zentren verfügen, von denen je eines ein 
CGHC und das zweite ein CGYC-Motiv aufweist. Des Weiteren kommen CGYC-Motive als 
aktive Zentren in bakteriellen Glutaredoxinen vor, was vermuten lässt, dass diese Domänen 
möglicherweise bevorzugt in Reduktionsreaktionen involviert sein könnten. 
Das Motiv CxPC wurde in Thioredoxinen, die Thiol-Disulfid-Reduktanten darstellen, sowie in 
drei der aktiven Zentren von humanem ERdj5 gefunden. 
Lappi et al. (2004) haben beschrieben, dass ein konservierter Argininrest, der in vielen 
Mitgliedern der PDI-Familie vorkommt, die pKa-Werte der Cysteine in den aktiven Zentren 
moduliert. Dieses Arginin ist wichtig für die Katalyse von Oxidationsreaktionen. Es liegt in fast 
allen a-Domänen der PDIs vor und ist auch in allen a-Domänen der PDIs von S. pombe 
vorhanden (Tab. 9). 
Zusätzlich zum aktiven Zentrum und zur Modulation der pKa-Wertes der Cysteine im aktiven 
Zentrum werden für den effizienten Abschluss des katalytischen Zyklusses von Oxidation oder 
Reduktion eine Reihe von Protonentransferreaktionen, innerhalb des Katalysators wie auch im 
Substrat, benötigt (Lappi et al., 2004). In Thioredoxinen konnte gezeigt werden, dass ein Paar 
geladener AS (Glutaminsäure-Lysin (E-K)) in der Nähe des CxxC Motivs wichtig für die 
katalytische Aktivität dieses Proteins ist (Dyson et al., 1997). Dieses Motiv ist auch für die 
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oxidative Aktivität von HsPDI und HsERp57 von Bedeutung (Ellgaard and Ruddock, 2005). 
Der Glutaminsäurerest, der vermutlich den Protonenakzeptor darstellt, liegt in vielen 
Mitgliedern der PDI-Familie konserviert vor. Paare geladener AS finden sich auch in SpPdi1p 
und SpPdi2p. Während das erste aktive Zentrum von SpPdi1p von einem K-E-Paar 
eingeschossen wird, liegt in der zweiten a-ähnlichen Domäne von SpPdi1p sowie in beiden a-
ähnlichen Domänen von SpPdi2p das klassische E-K-Paar vor (Tab. 9). 
Das CxHC-Motiv im aktiven Zentrum in Kombination mit den drei anderen Determinanten der 
enzymatischen Aktivität lassen vermuten, dass HsPDI, ERp57 und ERp72 in die Oxidation und 
Isomerisierung von Disulfidbrücken involviert sind. Diese Annahme konnte für die genannten 
Proteine durch in vitro Analysen bestätigt werden (Rupp et al., 1994; Darby et al., 1998; Frickel 
et al., 2004). Im Gegensatz dazu sind ERp27, ERp28, PDILT und TMX2 wahr-scheinlich nicht 
direkt in die Bildung nativer Disulfidbrücken involviert, da sie keine CxxC-Motive in ihren 
aktiven Zentren aufweisen. P5, TMX3 und ERp46, die keine b’-Domäne besitzen, jedoch die 
anderen Eigenschaften sowie CXHC Motive aufweisen, könnten erwartungsgemäß effiziente 
Oxidasen darstellen, wohingegen ERdj5, das ein CXPC Motiv in seinem aktiven Zentrum trägt, 
vermutlich eine effiziente Reduktase ist. 
Da SpPdi1p (Abb. 49) CxHC-Motive in ihren aktiven Zentren aufweist und darüber hinaus auch 
über die drei anderen Determinanten der enzymatischen Aktivität verfügt, kann man annehmen, 
dass sie sowohl in die Oxidation als auch in die Isomerisierung von Disulfidbrücken involviert 
ist. SpPdi2p (Abb. 50) besitzt keine b’-Domäne, weist jedoch die anderen Eigenschaften sowie 
ein CxHC Motiv auf und könnte somit eine effiziente Oxidase darstellen. Aufgrund der 
ungewöhnlichen aktiven Zentren (CGYC) in SpPdi2p und SpPdi3p ist es schwierig, die 
funktionelle Rolle dieser Domäne vorherzusagen. SpPdi3p (Abb. 51) verfügt weder über eine 
b’-Domäne noch über ein Paar geladener AS. Demzufolge sollte SpPdi3p keine Isomerase- und 
möglicherweise eine eingeschränkte Oxidaseaktivität besitzen. 
 
Tab. 9 Eigenschaften von Mitgliedern der PDI-Familie aus verschiedenen Spezies 
PDI-homologe Proteine aus S. pombe (Sp), S. cerevisiae (Sc), dem Menschen (Hs) sowie Dictyostelium discoideum 






























SpPdi3p 363 unbekannt 1 CGYC V54-D87 nein ja 
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ScMpd1p 318 HDEL 1 CGHC E53-N86 nein nein 
ScMpd2p 277 HDEL 1 CQHC K50-N85 nein nein 











































In weiterführenden Analysen könnten die Oxidase-, Isomerase- und Chaperonaktivitäten von 
SpPdi1p, SpPdi2p sowie SpPdi3p in vitro bestimmt werden. Damit könnten die aufgrund der 
Sequenz getroffenen theoretischen Aussagen zu den Aktivitäten dieser Proteine experimentell 
überprüft werden. Daten von Kimura et al. (2004) sprechen dafür, dass in S. cerevisiae die 
Faltung von Disulfidbrücken enthaltenden Proteinen ausschließlich von Pdi1p abhängt und dass 
deren starke Isomeraseaktivität für das Wachstum der Zellen benötigt wird. Mit Ausnahme von 
Pdi1p weisen alle anderen PDI-Homologen aus S. cerevisiae eine extrem schwache bzw. keine 
Isomeraseaktivität auf (Abb. 46). Im Gegensatz dazu besaßen alle, mit Ausnahme von Mpd1p, 
eine ausgeprägte Chaperonaktivität. Dies legt nahe, dass ein PDI1-Deletionsstamm eine sehr 
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Abb. 46 Enzymaktivitäten von Proteinen der PDI-Familie aus S. cerevisiae und H. sapiens 
Die Isomerase- (blau) und Chaperonaktivität (rot) von H. sapiens Wildtyp-PDI (HsPDI) wurde zu 100 % 
normalisiert. Angegebene Werte stellen den Durchschnitt aus jeweils zwei unabhängigen Messungen dar. Die 
Isomeraseaktivität der PDIs wurde unter Verwendung von Insulin als Substrat bestimmt (Ibbetson and Freedman, 
1976). Die Chaperonaktivität stellt die Verhinderung der Aggregation eines denaturierten Testproteins dar (Martin 
et al., 1991). (Abb. nach Kimura et al., 2004) 
 
Diese Ergebnisse implizieren, dass die Isomerase ein Schlüsselenzym für das Wachstum von S. 
cerevisiae darstellt. Auf der anderen Seite besitzen Proteine der PDI-Familie aus Säugern im 
Allgemeinen sowohl Isomerase- als auch Chaperonaktivität (Kimura et al., 2004). Diese 
Beobachtungen implizieren, dass S. cerevisiae für ihr Wachstum vollständig auf die 
Isomerasefunktion von Pdi1p angewiesen ist. Allerdings ist nicht auszuschließen, dass die PDIs 
von S. cerevisiae aufgrund des artifiziellen Substrates in dem zur Bestimmung der 
enzymatischen Aktivitäten verwendeten Assay keine oder möglicherweise eine geringere 
Aktivität als in der authentischen Umgebung aufweisen.  
Sollte auch in S. pombe lediglich SpPdi1p eine ausgeprägte Isomeraseaktivität aufweisen, wäre 
dies ein Hinweis darauf, dass sich die Rollen von PDIs in Hefen und Säugern wahrscheinlich 
grundlegend unterscheiden. Ein Aspekt zukünftiger Untersuchungen könnte darauf abzielen, 
mittels gerichteter Mutagenese und anschließenden Enzymtests die Rollen der Cysteine in den 
aktiven Zentren zu bestimmen, sowie den relativen Beitrag der einzelnen Domänen der PDIs 
von S. pombe zu deren Funktionen zu analysieren. 
Darüber hinaus wäre es interessant zu testen, ob SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p funktionelle 
Homologe von Pdi1p aus S. cerevisiae darstellen. Hierfür könnte der diploide PDI1/pdi1-
Stamm (Kimura et al., 2004) mit den S. pombe Homologen, die als single copy bzw. als multi 
copy Varianten vorliegen, transformiert und anschließend einer Tetradenanalyse unterzogen 
werden. Kimura et al. (2004) konnten zeigen, dass HsPDI, kodiert durch ein single copy 
Plasmid, in der Lage war, Pdi1p von S. cerevisiae zu ersetzen, während HsP5 und HsPDIR dazu 
nicht befähigt waren. In einem parallelen Ansatz, bei dem die jeweiligen humanen Gene in das 
Genom von S. cerevisiae integriert wurden, zeigte sich, dass HsPDI die essenzielle Funktion 
von Pdi1p nicht ersetzen konnte. Da die tatsächliche Kopienzahl von single copy Vektoren 
mehr als zwei beträgt (Adams et al., 1997) deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass mindestens 
drei Kopien von HsPDI benötigt werden, um die Deletion von PDI1 zu komplementieren. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte durch subzelluläre Fraktionierung und 
Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden, dass sowohl SpPdi1p, SpPdi2p als auch SpPdi3p im 
ER lokalisiert sind. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Vorhersage des SignalP 
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Programms (Nielsen et al., 1997), das für alle drei Proteine eine putative Signalsequenz am 
Aminoterminus für die Translokation ins ER prognostiziert. Ob die ER-Signalsequenzen der S. 
pombe PDIs durch die Signalpeptidase abgespalten werden, ist derzeit noch nicht bekannt. Bei 
PDIs aus dem Menschen und dem Huhn wurde die Abspaltung der Signalsequenz beschrieben 
(Günther et al., 1991). Diese Frage könnte durch MALDI-Analyse nach affinitäts-
chromatografischer Aufreinigung oder durch die Verwendung C-terminal verkürzter Proteine, 
bei denen der Größenunterschied zwischen dem jeweiligen Präcursor und der reifen Form 
einfacher detektierbar sein müsste, abgeklärt werden. Mit Hilfe der letztgenannten Strategie 
gelang es Jannatipour and Rokeach (1995) zu zeigen, dass die Signalsequenz des ER-residenten 
Proteins Calnexin aus S. pombe abgespalten wird. 
 
In Säugern und Hefen sind KDEL bzw. HDEL bekannte Sequenzmotive für einen effizienten 
Rücktransport von ER-residenten Proteinen (Munro and Pelham, 1987; Pelham et al., 1988). 
Ähnliche Sequenzen wurden auch am C-Terminus von ER Proteinen aus S. pombe gefunden. 
So weisen beispielsweise BiP und SpPdi1p die Sequenz ADEL auf (Pidoux and Armstrong, 
1992; diese Arbeit). Um zu analysieren, welche Rolle diese Domäne für die ER-Lokalsierung 
von SpPdi1p spielt, könnten Konstrukte, bei denen der C-Terminus schrittweise verkürzt wird, 
in S. pombe-Zellen transformiert und hinsichtlich der Lokalisierung der resultierenden Proteine 
untersucht werden. Zagouras and Rose (1989) konnten zeigen, dass der Austausch der letzten 
AS des KDEL Motivs von L zu V die Rückhaltung von zwei Reporterproteinen im ER von 
Säugerzellen fast vollständig verhinderte. Um die Spezifität sowie die Effizienz des Rück-
transports der C-terminalen Signalsequenz zu untersuchen, könnten GFP-Konstrukte, an die die 
Motive KDEL, HDEL sowie ADEL anfusioniert werden, mittels Western Blot und 
Fluoreszenz-mikroskopie hinsichtlich ihrer Lokalisierung analysiert werden. Im Gegensatz zu 
der Sequenz HDEL, die auch in einigen authentischen Proteinen von Dictyostelium (D.) 
discoideum gefunden wurde (Monnat et al., 1997; 2000), wird das KDEL Signal von dessen 
Rückhol-mechanismus nicht effizient erkannt. Dies verdeutlicht, dass es sich um ein 
Organismus-spezifisches Motiv handelt. Außerdem konnte gezeigt werden, dass dieser 
Mechanismus in D. discoideum, wie auch in S. cerevisiae und Säugerzellen (Dean and Pelham, 
1990; Lewis and Pelham, 1992; Bu et al., 1997; Monnat et al., 2000) überlastet werden kann. 
Dies wurde durch die Sekretion von normalerweise ER-residenten Proteinen bei 
Überexpression demonstriert. Vor diesem Hintergrund erscheint es interessant zu prüfen, ob die 
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Überexpression von SpPdi1p zur Sekretion des ebenfalls ADEL-tragenden BiP sowie 
gegebenenfalls auch anderer ER-residenter Proteine führt. 
Obwohl die meisten PDIs eine C-terminale saure c Domäne und ein KDEL-verwandtes Signal 
besitzen, folgen einige Mitglieder der PDI-D Familie nicht dieser Regel: z.B. fehlen der PDI aus 
D. discoideum (DdiPDI), bei der zwei Thioredoxinmotive vorliegen, die b, b´ und c Domäne 
sowie die H/KDEL Sequenz (Monnat et al., 1997). Aus diesem Grunde muss ein H/KDEL-
Rezeptor unabhängiger Mechanismus existieren, der derartig abundante Proteine im ER hält. 
Der Vergleich mit Datenbanken zeigt, dass ca. 100 AS des C-Terminus unter einer Untergruppe 
von ER Proteinen, zu der auch SpPdi2p aus S. pombe gehört, sehr gut konserviert vorliegen. 
Zusammengenommen führten diese Beobachtungen zur Einführung einer neuen Klasse von 
PDIs, den sog. PDI-D Proteinen, die sich durch das Vorhandensein dieser D Domäne 
auszeichnen. Die C-terminale Hälfte der D Domänen wurde im Zuge der Evolution am besten 
konserviert und bildet eine unabhängige Faltungseinheit, die aus drei α-Helices besteht (Ferrari 










Abb. 47 Sequenzvergleich der C-Termini diverser PDIs verschiedener Organismen 
Die beschriebene D-Domäne für Mitglieder der PDI-D-Familie ist ca. 100 AS lang (Ferrari and Söling, 1999), 
wobei die höchste Konservierung in der dargestellten C-terminalen Hälfte gefunden wird. Identische AS sind 
schwarz unterlegt, homologe Bereiche sind eingerahmt und Rückführungssignale vom KDEL-Typ sind 
unterstrichen.  
Bezeichnungen der Spezies und zugehörige „Accession numbers“ für deren Sequenzen sind folgendermaßen: PDI-
Dα- Unterfamilie: DdiPDI: Dictyostelium discoideum, AAB86685; OsaPDI: Oryza sativa, NP_908816; AthPDI: 
Arabidopsis thaliana, O22263; NtaPDI: Nicotiana tabacum, P93358; PavPDI: Prunus avium, AAG13988; 
MsaPDI: Medicago sativa, P38661; AniPDI: Aspergilus nidulans, Q00216; SpPdi2p, S. pombe, NP_593584; 
NcrPDI: Neurospora crassa, XP_323041; ScMpd2p: S. cerevisiae, NP_014553; PDI-Dβ Unterfamilie: 
MmERp29: Mus musculus, NP_080405; GgaERp29: Gallus gallus, XP_415173; DmeWind: Drosophila 
melanogaster windbeutel, O44342. 
 
Um zu untersuchen, welche Rolle diese Domäne für die ER-Lokalisierung von SpPdi2p spielt, 
sollten Konstrukte, bei denen der C-Terminus schrittweise verkürzt wird, in S. pombe-Zellen 
transformiert und hinsichtlich der Lokalisierung der resultierenden Proteine analysiert werden. 
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Um weiterhin die Effizienz und die Spezifität des Rücktransports mittels C-terminaler Signal-
sequenzen zu testen, könnten GFP-Konstrukte an die identifizierten C-terminalen Sequenzen 
von SpPdi2p fusioniert werden, mittels Western Blot und Fluoreszenzmikroskopie hinsichtlich 
ihrer Lokalisierung untersucht werden. Somit könnte zum einen bestimmt werden, welche 
Sequenzen notwendig und hinreichend für die Lokalisierung von SpPdi2p im ER von S. pombe 
sind. Zum anderen könnte man damit Aussagen darüber treffen, ob die Determinanten für eine 
effiziente Zurückhaltung von SpPdi2p aus diskreten konservierten Motiven, wie beispielsweise 
„NIL“ (siehe Abb. 47) bestehen, oder aber, wie im Falle der DdiPdi (Monnat et al., 2000), eher 
komplexere Eigenschaften der C-terminalen Domäne darin involviert sind. 
Weiterhin wäre es interessant zu testen, ob und ggf. welche Regionen von SpPdi3p für die 
Lokalisierung im ER verantwortlich sind, in deren Sequenz noch kein bekanntes Motiv 
gefunden werden konnte. Alternativ könnte SpPdi3p über die Bildung von Heterooligomeren 
mit ADEL-enthaltenden Proteinen (Koivu et al., 1987; Pihlajaniemi et al., 1987; Vuori et al., 
1992; Zhen et al., 1995) im ER gehalten werden. 
Mit Hilfe von Deletionsmutanten könnte abgeklärt werden, welche Rolle die in S. pombe 
gefundenen PDI-Homologen für deren Lebensfähigkeit spielen. Deletionsmutanten von PDIs in 
Zellkulturen von Säugerzellen wurden bisher noch nicht beschrieben. In S. cerevisiae ist 
lediglich Pdi1p für das Wachstum der Zellen essenziell (Günther et al., 1991), wobei davon 
ausgegangen wird, dass die essenzielle Funktion von Pdi1p in der Isomerisierung von nicht-
nativen Disulfidbrücken besteht und ihre Chaperonaktivität wahrscheinlich von ihrer 
Isomeraseaktivität abhängt (Katiyar et al., 2001). Darüber hinaus besitzt S. cerevisiae vier 
weitere nicht essenzielle Proteine mit Homologie zu Pdi1p, nämlich Mpd1p (Tachikawa et al., 
1995), Mpd2p (Tachikawa et al., 1997) sowie Eug1p (Tachibana and Stevens, 1992) und Eps1p 
(Wang and Chang, 1999, 2003). Überexpressionsstudien dieser Homologen in Deletions-
stämmen von PDI1 und der PDI-Homologen zeigten, dass einzig Mpd1p die essenziellen 
Funktionen von Pdi1p übernehmen kann (Nørgaard et al., 2001). Eug1p weist zwei aktive 
Zentren mit der Sequenz CxxS auf. Werden diese Motive durch gerichtete Mutagenese in CxxC 
überführt, so ist auch Eug1p in der Lage einen PDI1 Deletionsstamm zu komplementieren 
(Nørgaard and Winther, 2001). 
 
Die Daten der vorliegenden Arbeit implizieren, dass es sich bei SpPdi1p nicht um ein integrales 
Membranprotein handelt, da es sich als nicht vollständig resistent gegenüber der alkalischen 
Extraktion erwies. Jedoch blieb nach Behandlung mit 1 M KCl und 3 M Harnstoff ein 
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signifikanter Anteil an Protein unlöslich. In Gegenwart von Detergenzien war es allerdings 
möglich eine beträchtliche Menge an SpPdi1p solubilisieren. Nach diesen Ergebnissen ist 
SpPdi1p, trotz des Vorhandenseins des ER-Retentionssignals (ADEL), das die Sekretion 
löslicher ER-Proteine verhindert, ein Membran-assoziiertes Protein. Diese Assoziation wird 
vermutlich durch Protein-Protein-Wechselwirkungen mit Membranproteinen, wie 
beispielsweise dem ADEL-Rezeptor, vermittelt.  
SpPdi2p und SpPdi3p verhalten sich wie stark Membran-assoziierte Proteine. Weder die 
Behandlung mit 3 M Harnstoff, 1 M KCl noch mit 0.2 M Na2CO3 war in der Lage, die Proteine 
in Lösung zu bringen. Selbst Triton X-100 konnte SpPdi2p und SpPdi3p lediglich teilweise in 
Lösung bringen. Auch Eps1p, ein PDI-Homolog aus S. cerevisiae, erweist sich gegenüber 
Hochsalzbedingungen sowie der Carbonatextraktion als resistent (Wang and Chang, 1999). 
Allerdings konnten für Eps1p sowohl eine C-terminale Transmembrandomäne sowie ein 
KKKNQD-Signal am extremen C-Terminus, welches einem bekannten Konsensusmotiv für die 
Retention von transmembranen Proteinen im ER ähnelt (2 Lysinreste an den Positionen -3 und 
entweder -4 oder –5 vom C-Terminus, Jackson et al., 1990), gefunden werden, die vermutlich 
für die Membranverankerung verantwortlich sind. Ein entsprechendes Motiv fehlt jedoch in den 
PDI-Homologen von S. pombe. Selbst in Gegenwart von SDS kam es nicht zu einer voll-
ständigen Solubilisierung von SpPdi2p und SpPdi3p. Insgesamt sprechen die vorliegenden 
Befunde dafür, dass diese beiden Proteine starke Interaktionen mit Membrankomponenten 
eingehen.  
 
Durch Behandlung mit Endoglycosidase H konnte gezeigt werden, dass es sich bei SpPdi1p und 
SpPdi3p um N-glycosylierte Proteine handelt. Während die humanen PDI-Homologen keine 
potenziellen N-Glycosylierungsstellen aufweisen (Günther et al., 1991), stellt Pdi1p aus S. 
cerevisiae ein Glycoprotein dar, wobei die Glycosylierung per se dessen Isomeraseaktivität 
nicht beeinflusst (LaMantia and Lennarz, 1993). 
 
Um die möglichen Funktionen der drei PDI-Homologen von S. pombe weiter einzugrenzen, 
wäre es interessant, ihre Expressionsmuster näher zu charakterisieren. Die von Chen et al. 
(2003) durchgeführten Microarray-Analysen zeigten, dass unter den getesteten Stress-
bedingungen die Expressionsmuster von Sp-pdi3+ denen der UPR-induzierbaren Proteine BiP 
und Calnexin ähneln (Induktion der mRNA nach 15 min Schwermetallstress (0,5 mM 
Cadmiumsulfat) um den Faktor 1,8 (bip+), 1,4 (cnx1+) bzw. 2,6 (Sp-pdi3+, Anstieg nach 60 min 
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auf 3,4) sowie durch Hitzestress (Inkubation bei 39°C) um den Faktor 2,9 (bip+), 1,9 (cnx1+) 
bzw. 1,6 (Sp-pdi3+, Anstieg nach 60 min auf 2), während die Expression von Sp-pdi1+ und Sp-
pdi2+ eher als konstitutiv bezeichnet werden kann. Schwermetalle wie Cadmium verursachen 
Missfaltungen von Proteinen und induzieren somit die UPR (Kaufman, 1999).  
Die Beobachtung, dass die Expressionsmuster von BiP, Calnexin und Sp-pdi3+ einander ähneln, 
könnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Proteine in die gleichen zellulären Prozesse, wie 
beispielsweise die Reaktion der Zellen auf Hitzestress oder aber die UPR, involviert sein 
könnten. Eine vergleichbare Situation konnte im Menschen bereits nachgewiesen werden. Hier 
weisen das PDI-Homolog ERp57 und Hitzeschockproteine ähnliche Expressionsmuster auf 
(Lee et al., 1981; Mazzarella et al., 1994). 
Oliver et al. (1997) haben gezeigt, dass ERp57 und PDI sich in ihren Substratspezifitäten 
unterscheiden. Während PDI direkt mit nicht-nativen Proteinen interagiert und diese faltet, wird 
ERp57 in vivo wie auch in vitro für die Faltung von Glycoproteinen im Rahmen eines 
Glycoprotein-spezifischen Qualitätskontrollsystems benötigt, wobei die Interaktion mit den 
Substratproteinen durch die ER-residenten Lektine Calnexin und Calretikulin vermittelt wird 
(Oliver et al., 1997; Zapun et al., 1997; Van der Wal et al., 1998; Zapun et al., 1998). 
Auch in S. cerevisiae konnte die Beteiligung eines Mitglieds der PDI-Familie am Qualitäts-
kontrollsystem nachgewiesen werden. Wang and Chang (1999; 2003) konnten zeigen, dass 
Eps1p eine Rolle in der Substraterkennung für ERAD spielt. Des Weiteren weisen Mpd1p und 
Mpd2p eine höhere Ähnlichkeit zu ERp57 als zur humanen PDI auf. Daher können Unter-
schiede in der Substratspezifität von ScPdi1p und anderen PDI-verwandten Proteinen 
angenommen werden. 
 
In Säugerzellen liegt PDI hauptsächlich als Homodimer vor, kann allerdings auch als 
Homotetramer auftreten (Gilbert, 1998). PDI ist auch ein Bestandteil des Komplexes, der den 
Transfer von Triglyceriden und Cholesterylestern zwischen Membranen katalysiert (Wetterau et 
al., 1990; Wetterau et al., 1991), und ist die β-Untereinheit des α2β2 Prolyl 4-hydroxylase-
Komplexes (Pihlajaniemi et al., 1987). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass PDI, ERp72 und P5 
Komplexe mit verschiedenen ER Chaperons bilden (Meunier et al., 2002). Die Dynamik 
derartiger Komplexe, ihre Bildung sowie ihre Effekte auf Faltungsprozesse müssen allerdings 
noch analysiert werden. Es wäre auch interessant zu untersuchen, wie Mitglieder der PDI-
Familie sowohl miteinander als auch mit anderen ER-residenten Proteinen der 
Faltungsmaschinerie sowie Chaperons interagieren. 
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SpPdi2p und SpPdi3p liegen lediglich teilweise in oxidiertem Zustand vor und spiegeln so eher 
die in Säugerzellen gefundene Situation wider, in denen PDI überwiegend in reduzierter Form 
nachzuweisen ist (Mezghrani et al., 2001). Im Gegensatz dazu liegt Pdi1p von S. cerevisiae 
hauptsächlich oxidiert vor (Frand and Kaiser, 1999; Tu et al., 2000). Dieser Unterschied könnte 
dadurch erklärt werden, dass das ER von S. cerevisiae oxidierender als das von Säugern sein 
könnte. Dennoch wird PDI auch in Säugerzellen durch Ero-Proteine oxidiert und katalysiert die 
Bildung von Disulfiden (Mezghrani et al., 2001). 
Für zukünftige Analysen wäre es interessant zu bestimmen, ob die PDI-Homologen aus S. 
pombe überlappende oder unterschiedliche Funktionen und Substratspezifitäten aufweisen.  
In S. cerevisiae können Mitglieder der PDI-Familie überlappende Funktionen. Eug1p (mit zwei 
CxxS-Motiven) ist nicht in der Lage, als Oxidase zu fungieren, während es für 
Isomerisierungsreaktionen geeignet erscheint. Nørgaard et al. (2001) konnten zeigen, dass die 
Überexpression von EUG1 einen pdi1∆-Stamm nur dann komplementiert, wenn Mpd1p und 
Mpd2p, die aufgrund ihres CxxC-Motivs Oxidaseaktivität besitzen sollten, vorhanden sind. 
 
5.2.2 Charakterisierung der Ero1p-Homologen von S. pombe 
Der Ero1p-Pathway der Disulfidbrückenbildung im ER scheint ein in der Evolution 
konservierter Prozess zu sein. Ero1p-ähnliche Proteine konnten in allen bisher untersuchten 
eukaryontischen Organismen, wie z.B. Mus musculus, Drosophila melanogaster, C. elegans 
und Arabidopsis thaliana, gefunden werden (Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998). Die 
Mitglieder der Ero1-Proteinfamilie weisen vermutlich eine funktionelle Verwandtschaft auf. 
Bei einer Analyse der genomischen Sequenz der Spalthefe S. pombe wurden zwei Gene, die für 
Proteine mit einem hohen Grad an Ähnlichkeit zu Ero1p kodieren, identifiziert (Frand and 
Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998; Pagani et al., 2000). 
Die Charakterisierung der Ero1p-Homologen von S. pombe mittels subzellulärer Fraktio-
nierung, fluoreszenzmikroskopischer Analyse sowie durch Behandlung mit Endoglycosidase H 
ergab, dass beide Proteine N-glycosylierte Komponenten des ER darstellen. Dieses Ergebnis 
deckt sich mit der Vorhersage des SignalP Programms (Nielsen et al., 1997), nach dem die 26 
aminoterminalen AS von SpEro1a p und SpEro1b p wahrscheinlich ER Signalsequenzen 
darstellen. Es ist derzeit noch nicht klar, ob die ER-Signalsequenzen der S. pombe Ero Proteine 
durch die Signalpeptidase abgespalten werden, wie es für S. cerevisiae Ero1p und ein humanes 
Homolog, Ero1-Lα, (Pagani et al., 2001) gezeigt wurde. In Western Blot Analysen können für 
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SpEro1a p zwei Proteinbanden mit geringfügig unterschiedlichen Gelmobilitäten detektiert 
werden (Abb. 20 und Abb. 21). Der Befund, dass beide Proteinformen glycosyliert sind (Abb. 
22), spricht gegen die Hypothese, dass es sich hierbei um den Präcursor und die reife Form, bei 
der die Signalsequenz abgespalten wurde, des Proteins handelt. Alternativ könnten die beiden 
Formen aus Unterschieden im Oxidationsstatus oder post-translationalen Modifikationen, wie 
z.B. Phosphorylierung oder Glycosylierung resultieren. Es wurde gezeigt, dass Proteinphospho-
rylierung zum Auftreten von neuen Banden mit entweder höherer (Norbury et al., 1991; 
Solomon et al., 1992; Maundrell et al., 1997) oder geringerer Gelmobilität (Xie et al., 1997; 
Emrick et al., 2001) in der SDS-PAGE führen kann. Vorläufige Ergebnisse sprechen allerdings 
gegen Phosphorylierung als Ursache für das Auftreten der beiden Banden (Daten nicht gezeigt). 
Da die Differenz der molekularen Massen zwischen den putativen Vorläufern und den reifen 
Formen von SpEro1a p und SpEro1b p vermutlich zu gering ist, um in der SDS-PAGE 
nachgewiesen zu werden, könnten auch hier C-terminal verkürzte Proteine synthetisiert werden, 
bei denen der Größenunterschied detektierbar ist.  
 
SpEro1a p und SpEro1b p verhalten sich wie stark Membran-assoziierte Proteine. Weder die 
Behandlung mit 3 M Harnstoff, 1 M KCl noch mit 0.2 M Na2CO3 war in der Lage, die Proteine 
zu solubilisieren. Erstaunlicherweise konnte Triton X-100, ein Standard-Detergenz, das häufig 
für die Solubilisierung von Membranproteinen eingesetzt wird, SpEro1a p und SpEro1b p 
lediglich teilweise in Lösung bringen. Dieses Resultat unterscheidet sich von dem für das 
peripher Membran-assoziierte humane Ero1-Lα , welches zwar ebenfalls nicht mit Hochsalz-
bedingungen und Carbonat extrahierbar ist, jedoch mit 1 % Triton X-100 beinahe vollständig 
solubilisiert werden konnte (Cabibbo et al., 2000). Offensichtlich unterscheidet sich die Natur 
der Membranassoziation des humanen Ero1-Lα von jener der Ero-Proteine in S. pombe. Die 
biochemische Basis der Membranassoziation von SpEro1a p und SpEro1b p ist noch unbekannt, 
da keine offensichtlichen hydrophoben Regionen, die potenziell als Transmembran-anker 
agieren könnten, identifiziert werden konnten. Eine Sequenzanalyse der Ero-Proteine lieferte 
keinen Hinweis auf eine mögliche Verankerung mittels GPI-Anker. Jedoch konnten für beide 
Proteine potenzielle N-Myristylierungsstellen identifiziert werden. Da die einzige in SpEro1a p 
vorhergesagte N-Myristylierungsstelle innerhalb des konservierten CxxCxxC-Motivs liegt, 
erscheint eine Lipidverankerung an dieser Position eher unwahrscheinlich. SpEro1b p weist vier 
potenzielle N-Myristylierungssites an den Positionen 35, 103, 263 und 392 auf, von denen die 
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AS 103 sowie 392 ebenfalls innerhalb der konservierten Cystein-Motive liegen und daher 
vermutlich nicht in die Lipidverankerung des Proteins involviert sind. 
Interessanterweise liegt in S. cerevisiae exprimiertes Ero1-Lα nicht membranassoziiert, sondern 
als lösliches Protein vor (Pagani et al., 2001). Diese Beobachtung wurde als Indikation für 
evolutionär unterschiedliche Mechanismen der Membranverankerung interpretiert. S. cerevisiae 
Ero1p liegt aufgrund einer carboxylterminalen Domäne von 127 AS, welche die Interaktion mit 
Membrankomponenten vermitteln könnte, membranassoziiert vor (Pagani et al., 2001). Ein 
derartiger C-terminaler Bereich konnte in den humanen Homologen nicht gefunden werden. Die 
hier vorliegenden Daten zeigen, dass die Ero1 Proteine von S. pombe auch bei Expression in S. 
cerevisiae in der ER Membranfraktion vorliegen. Im Vergleich zu Ero1-Lα weisen  SpEro1a p 
bzw. SpEro1b p carboxylterminale Verlängerungen von 32 bzw. 102 AS auf. Für 
weiterführende Untersuchungen wäre es interessant zu testen, ob diese Regionen für die 
Membranassoziation verantwortlich sind.  
Die Beobachtung, dass SpEro1a p bei Überexpression nicht so effizient im ER zurückgehalten 
wird wie SpEro1b p impliziert, dass hierfür möglicherweise verschiedene Mechanismen genutzt 
werden. Alternativ könnten die beiden Proteine unterschiedlich starke Affinität zu einem in 
limitierender Konzentration vorliegenden gemeinsamen Rezeptor aufweisen.  
 
Mit Hilfe von Deletionsmutanten könnte abgeklärt werden, ob es sich bei den in S. pombe 
gefundenen Ero1-Homologen um essenzielle Proteine, wie im Falle von Ero1p aus S. cerevisiae 
(Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998), handelt. 
Wenn SpEro1a p und/oder SpEro1b p die oxidierende Kapazität der Zelle determinieren, sollte 
die Überexpression der Ero1p-Homologen, wie dies auch für S. cerevisiae gezeigt werden 
konnte (Frand and Kaiser, 1998), zu erhöhter Resistenz gegenüber dem Reduktionsmittel DTT 
führen. Der Befund, dass die Überexpression von SpEro1b p in S. pombe Wildtypzellen DTT-
Resistenz vermittelt, impliziert, dass es sich hierbei um ein funktionelles Homolog zu Ero1p aus 
S. cerevisiae handelt. Im Gegensatz dazu hat die Überexpression von SpEro1a p und ScEro1p 
keinen oder möglicherweise sogar einen negativen Effekt auf die DTT-Resistenz von S. pombe. 
Die Funktionalität von Proteinen wird durch mehrere Faktoren determiniert. So sind zum einen 
korrekte intrazelluläre Lokalisierung, Topologie und post-translationale Modifikation, zum 
anderen aber auch die Interaktion mit PDI und die Möglichkeit der Reoxidation 
Voraussetzungen für die enzymatische Aktivität der Ero-Proteine. 
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Die Tatsache, dass bei unterschiedlichen Expressionsstärken gleiche DTT-Resistenzen erzielt 
wurden, legt nahe, dass Überexpression als Ursache für die Nicht-Funktionalität von SpEro1a p 
und ScEro1p eher als unwahrscheinlich angesehen werden kann. Dass ScEro1p keinen Effekt 
auf die DTT-Resistenz von S. pombe Transformanden hat, könnte möglicherweise auf eine 
nicht korrekte Topologie zurückzuführen sein. Da ScEro1p im Vergleich zu den Ero-Proteinen 
aus S. pombe über eine längere carboxylterminale Domäne, die in S. cerevisiae wie erwähnt 
wahrscheinlich die Interaktion mit Membrankomponenten vermittelt (Pagani et al., 2001), 
verfügt, wäre es denkbar, dass Unterschiede in der Membranverankerung eine Rolle spielen. 
Nimmt man jedoch an, dass ScEro1p in S. pombe eine korrekte intrazelluläre Lokalisierung und 
Topologie aufweist, kämen als möglicher Grund eine nicht produktive Interaktion mit Pdi oder 
eine nicht ausreichende Reoxidation in Betracht. 
Die Beobachtung, dass SpEro1a p bei Überexpression nicht so effizient im ER zurückgehalten 
wird wie SpEro1b p könnte auch dazu führen, dass durch die Überproduktion von SpEro1a p 
der ER-Retentionsmechanismus überlastet wird. Die Sekretion eines Großteils von SpEro1a p 
würde dazu führen, dass lediglich marginale Effekte auf die Sensitivität gegenüber DTT 
beobachtet werden können. Andererseits könnten auch andere Proteine, wie z.B. PDIs sezerniert 
werden, was ebenfalls keine Erhöhung der DTT-Resistenz zur Folge hätte. 
Alternativ könnte die Ursache dafür, dass die Überexpression von SpEro1a p die DTT-
Resistenz von S. pombe Transformanden nicht erhöht, die Ausbildung einer unproduktiven 
topologischen Variante oder eine Beeinträchtigung der Funktion aufgrund des Tags sein. 
SpEro1a p besitzt im Vergleich zu SpEro1b p eine kürzere C-terminale Domäne, deren 
Funktion bisher unbekannt ist. Sollte dieser Bereich des Proteins für die Membranassoziation 
von SpEro1a p verantwortlich sein, wäre es denkbar, dass durch die Präsenz des cMyc-Tags 
eine mögliche Interaktion mit einem Membranprotein gestört wird und somit zur Nicht-
Funktionalität führt. 
 
Die vorliegenden Analysen zeigen, dass die Expression von SpEro1a p, nicht jedoch von 
SpEro1b p durch Zugabe von 10 mM DTT induziert wird. Dieser Befund war erwartet, da 
sowohl die Expression von Ero1p aus S. cerevisiae als auch die von humanem Ero1-Lβ durch 
Behandlung mit 5 bzw. 2 mM DTT induziert wird (Frand and Kaiser, 1998; Pagani et al., 
2000). In S. cerevisiae führt die Inkubation der Zellen mit DTT zur Induktion der UPR, die 
durch die Ire1p-vermittelte Aktivierung von Hac1p initiiert wird. Dieses Aktivatorprotein 
stimuliert die Transkription von ERO1 und anderen Genen, die in ihrer Promotorregion ein 
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UPR-Element aufweisen (vgl. Einleitung). Eine BlastP Analyse zeigt, dass S. pombe zwar ein 
Homolog von Ire1p, jedoch keines von Hac1p besitzt. Dies könnte auf Unterschiede in der UPR 
zwischen den beiden Hefen hinweisen. 
Die humanen Ero-Proteine weisen, ebenso wie die Ero1-Homologen in S. pombe, Unterschiede 
in ihren Expressionsmustern auf. ERO1-Lβ Transkription wird hier mit Tunicamycin, DTT, 
Thapsigargin, und andere Substanzen, die die UPR aktivieren, induziert. Dagegen führen andere 
Stressarten, wie z.B. Hitzestress, Serumdeprivation oder UV-Strahlung, nicht zur Induktion von 
Ero1-Lβ. Im Gegensatz dazu konnte die Menge an ERO1-Lα Transkripten durch keine der oben 
aufgeführten Behandlungen signifikant moduliert werden (Pagani et al., 2000). 
Nach Hitzestress kommt es zu einer starken Induktion der Expression von SpEro1a p, während 
die Inkubation bei 39°C bei SpEro1b p auf Proteinebene zu keiner Änderung des Expressions-
niveaus führt. In S. cerevisiae wird die Transkription von ERO1 induziert, wenn die Zellen auf 
42°C geshiftet werden (Gasch et al., 2000), wohingegen die Transkription von humanem 
ERO1-Lß bei Hitzestress (42°C für 30 min) nicht verändert wird (Pagani et al., 2000). 
Vor diesem Hintergrund wäre es interessant zu prüfen, ob sich die Expressionsmuster von Sp-
ero1a+ und Sp-ero1b+ in Gegenwart anderer Stressarten ändern.  
Die Analysen von Chen et al. (2003) zeigen, dass die Expression von Sp-ero1b+ unter den 
untersuchten Bedingungen als konstitutiv angesehen werden kann, während die Expression von 
Sp-ero1a+ in Gegenwart des Schwermetalls Cadmium (Induktion der mRNA nach 15 min um 
den Faktor 2,2) sowie bei Hitzestress (Induktion der mRNA nach 15 min durch Inkubation bei 
39°C um den Faktor 3) deutlich erhöht ist. Ähnliche Expressionsmuster wurden für die im 
Rahmen der UPR-induzierbaren Proteine BiP und Calnexin gefunden (Chen et al., 2003). Somit 
bestätigen diese Befunde die auf Proteinebene erzielten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. 
 
Interessanterweise kommt es bei SpEro1b p unter den in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Stressbedingungen zur Ausbildung von zwei Banden, von denen eine ein höheres und die 
zweite ein niedrigeres Molekulargewicht als die Kontrolle (Wachstum ohne Stress) aufweisen. 
Da nach Abspaltung der Zuckerreste die Proteinbanden aller Proben auf der Höhe der schneller 
migrierenden der beiden unter Stressbedingungen gefundenen Banden laufen, kann davon 
ausgegangen werden, dass es sich bei den Modifikationen um Glycosylierungen handelt und die 
untere Bande jeweils die unglycosylierte Form des Proteins darstellt. Die Verwendung von α-
Glucosidaseinhibitoren (z.B. Castanospermin) könnte Aufschluss darüber geben, ob es sich bei 
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der oberen Bande um die monoglucosylierte Form des Proteins, die möglicherweise in Rahmen 
der Qualitätskontrolle generiert wurde, handelt. 
S. pombe verfügt über die Grundkomponenten, die in die Qualitätskontrolle der Faltung von 
Glycoproteinen im ER von Säugern involviert sind (Jannatipour and Rokeach, 1995; Parlati et 
al., 1995; Fernandez et al., 1996; Fanchiotti et al., 1998). Ebenso wie die UDP-Glucose-
Glucosyltransferase (UGGT) in Säugern ist auch das Homolog in S. pombe, Gpt1p, in der Lage, 
in vitro ungefaltete Proteine zu reglucosylieren. Allerdings ist die Funktion dieses Enzyms unter 
normalen Wachstumsbedingungen für das Überleben der Zellen entbehrlich (Fernandez et al., 
1994; Fernandez et al., 1996). Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde auf die Existenz 
eines UGGT-unabhängigen Mechanismus für die Qualitätskontrolle der Proteinfaltung ge-
schlossen (Jannatipour et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass Calnexin, das für die 
Lebensfähigkeit von S. pombe essenziell ist, unabhängig von Glucosespaltung und 
Reglucosylierung durch UGGT mit neu synthetisierten Molekülen des Glycoproteins Saure 
Phosphatase assoziiert (Jannatipour et al., 1998). Damit scheinen die Glucosespaltungs- und 
Reglucosylierungszyklen für die Proteinfaltung in S. pombe entbehrlich zu sein. Diese 
Annahme wird durch die Tatsache gestützt, dass S. pombe-Zellen, die weder über UGGT noch 
über α-Glucosidase II verfügen, lebensfähig sind (Fanchiotti et al., 1998). Elagöz et al. (1999) 
schließen daraus, dass die Mechanismen der Glycoproteinfaltung in S. pombe sich vermutlich 
von denen in Säugern unterscheiden. 
Interessanterweise konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, dass die ER Glucosidase I, 
Glucosidase II sowie Kar2p/BiP an der Synthese der Zellwandkomponente β-1-6 Glucan 
beteiligt sind (Shahinian et al., 1998; Simons et al., 1998). Somit kann man spekulieren, dass in 
Hefen möglicherweise die primäre Rolle des Calnexinzyklusses in der Biosynthese von 
Zellwandkomponenten und lediglich die sekundäre in der Faltung von Glycoproteinen besteht, 
während in Säugerzellen, die nicht über eine Zellwand verfügen, sich der Calnexinzyklus sich 
auf die Faltung von Glycoproteinen spezialisiert hat (Elagöz et al., 1999). 
 
Chaperons sind im ER häufig in Komplexen organisiert. So wurden Komplexe, die Calnexin 
und BiP enthalten, in S. cerevisiae (Simons et al., 1998; Brodsky et al., 1999), S. pombe 
(Jannatipour et al., 1998; Elagöz et al., 1999), Tabak (Crofts et al., 1998) sowie in Säugerzellen 
nachgewiesen (Tatu and Helenius, 1997). Die Analyse der Mobilität von SpEro1a p-TAP in 
nicht-reduzierenden SDS-Gelen zeigt, dass ein geringer Anteil dieses Proteins ein deutlich 
höheres Molekulargewicht als das Monomer aufweist. SpEro1b p-TAP liegt sogar 
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ausschließlich in einem höhermolekularen Komplex vor. Diese hochmolekularen Banden 
stellen wahrscheinlich gemischte Disulfide dar. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass 
Ero1-Lα und Ero1-Lβ sowohl kovalente Homodimere ausbilden können als auch gemischte 
Disulfide mit PDI und anderen unidentifizierten Proteinen bilden (Mezghrani et al., 2001). 
Kovalente Komplexe mit ERp72, ERp57 und P5 wurden nicht detektiert, was nahe legt, dass 
selektive Protein-Protein-Interaktionen der Kontrolle des Redoxstatus im ER unterliegen 
(Benham et al., 2000; Mezghrani et al., 2001). Weitere Analysen sollten darauf abzielen 
abzuklären, ob es sich bei SpEro1b p um ein reines Homodimer oder aber einen Komplex aus 
verschiedenen Proteinen handelt. 
Während SpEro1a p und SpEro1b p lediglich teilweise in oxidiertem Zustand vorkommen, liegt 
Ero1p aus S. cerevisiae ausschließlich im oxidierten Zustand vor (Frand and Kaiser, 1999). 
Auch Ero1-Lα liegt in vivo teilweise in reduziertem Zustand vor und weist darüber hinaus zwei 
oxidierte Formen auf (Benham et al., 2000). 
 
SpEro1b p ist in der Lage, bei restriktiver Temperatur von 37°C Wachstum der S. cerevisiae 
ero1-1 Mutante zu vermitteln. Dieses Ergebnis zeigt, dass zumindest eine beträchtlicher Anteil 
des Proteins produktiv mit den Komponenten des sekretorischen Pathways von S. cerevisiae 
interagiert. Es wäre interessant zu testen, ob diese Komplementation die Anwesenheit des ero1-
1 Mutantenalleles benötigt, wie es bei den humanen Homologen der Fall ist (Pagani et al., 
2001), oder ob SpEro1b p auch in einem ero1 Deletionsstamm funktionell ist. Die Tatsache, 
dass die Expression von SpEro1b p in S. cerevisiae Wildtypzellen DTT-Resistenz vermittelt, 
lässt jedoch vermuten, dass es ein funktionelles Homolog sein könnte. Es konnte eine 
eindeutige Korrelation zwischen der Expressionshöhe des Proteins und der DTT-Resistenz 
nachgewiesen werden, was dafür spricht, dass eine höhere Konzentration an SpEro1b p 
effektiver der DTT-vermittelten Reduktion von Disulfidbrücken entgegenwirkt.  
Im Gegensatz zu SpEro1b p ist SpEro1a p in S. cerevisiae lediglich partiell funktionell. Die 
Fähigkeit von SpEro1a p, die ero1-1 Mutante zu komplementieren, ist stark von seiner 
Expressionshöhe abhängig: nur wenn es in geringen Mengen exprimiert wird (p415ADH, single 
copy Plasmid, konstitutiver ADH Promotor), kann eine schwache Komplementation beobachtet 
werden. Stärkere Expression (Verwendung des konstitutiven ADH Promotors oder des starken 
GPD Promotors in Kombination mit einem high copy Plasmid) führte nicht zum Wachstums 
des ero1-1 Stammes bei 37°C. Möglicherweise resultiert diese limitierte Funktionalität von 
SpEro1a p aus der Ausbildung nicht-produktiver Proteine bei 37°C, beispielsweise durch 
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Aggregation, die bei massiver Überexpression effektiver ablaufen könnte. Wenn die Expression 
gering ist, könnte ein Teil des Proteins noch in aktiver Form vorliegen. Dies könnte die 
teilweise Wiederherstellung des Wachstums der ero1-1 Transformanden bei 37°C erklären. 
Wildtyp-Zellen, die SpEro1a p exprimieren, zeigen im Filterassay keine signifikant erhöhte 
Resistenz gegenüber DTT. Dagegen wird aus den Wachstumskurven in Flüssigmedien von 
Transformanden, die SpEro1a p von high copy Plasmiden exprimieren, ersichtlich, dass diese 
Zellen eine geringfügig gesteigerte DTT-Resistenz aufweisen. Möglicherweise ist dieser subtile 
Effekt von SpEro1a p auf die DTT-Resistenz von Wildtyp-Zellen nicht auf eine katalytische 
Aktivität zurückzuführen, sondern reflektiert lediglich die erhöhte Konzentration von 
Disulfiden im sekretorischen Pathway aufgrund der schieren Präsenz von SpEro1a p, egal ob 
diese in nativer oder nicht-nativer Form vorliegen.  
Denkbar wäre auch, dass das unterschiedliche Komplementationsverhalten von SpEro1a p und 
SpEro1b p aus deren unterschiedlicher Befähigung, mit Ero1p zu interagieren, resultiert. Mögli-
cherweise kann SpEro1a p im Gegensatz zu SpEro1b p keine Interaktionen mit Ero1p eingehen.  
Bei mehreren Organismen konnte bereits gezeigt werden, dass der ER-Retentionsmechanismus 
überlastet werden kann (Dean and Pelham, 1990; Lewis and Pelham, 1992; Bu et al., 1997), 
was zur Sekretion von normalerweise ER-residenten Proteinen führt. Somit wäre es auch 
denkbar, dass durch die massive Überproduktion von SpEro1a p dieser Mechanismus überlastet 
wird und aufgrund der Sekretion essenzieller Proteine, deren Konzentration dadurch 
möglicherweise einen bestimmten Schwellenwert unterschreitet, die Überlebensfähigkeit der 
Zelle nicht mehr gewährleistet werden kann. 
Alternativ könnte die limitierte Fähigkeit von SpEro1a p, die ero1-1 Mutante zu 
komplementieren, auch bedeuten, dass es möglicherweise eine Funktion, die von der des Ero1p 
verschieden ist, hat. So besitzt S. pombe zwei Ero-ähnliche Proteine und drei verschiedene PDI 
Proteine. Es ist derzeit nicht bekannt, ob diese Proteine für die Ausbildung von Disulfidbrücken 
in spezifischen Substratproteinen benötigt werden oder ob sie überlappende Funktionen 
aufweisen. Die Rollen von SpEro1a p und SpEro1b p in der Reoxidation der drei PDI Proteine 
wurde bisher noch nicht untersucht. Möglicherweise interagiert jedes der beiden Ero-Proteine 
lediglich mit spezifischen Mitgliedern der PDI Familie. In S. cerevisiae beispielsweise konnten 
bisher lediglich gemischte Disulfide zwischen Ero1p und Pdi1p bzw. Mpd2p nachgewiesen 
werden (Frand und Kaiser, 1999). 
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Geht man davon aus, dass Ero-Proteine eine Rolle in der oxidativen Faltung spielen, so kann 
man erwarten, dass ihre aktiven Zentren sich durch das Vorhandensein konservierter Cystein-
reste auszeichnen. In S. cerevisiae sind zwei Cysteinpaare für die Funktion von Ero1p 
essenziell. Die Cysteine 100/105 scheinen für den Thiol-Disulfidaustausch mit Pdi1p und 
Mpd2p wichtig zu sein, während die Cysteine 352/355 wahrscheinlich für die Reoxidation des 
ersten Cysteinpaares verantwortlich sind (Frand and Kaiser, 2000). 
Die Sequenzen von SpEro1a p und SpEro1b p enthalten 13 bzw. 15 Cysteine, von denen viele 
innerhalb diverser Spezies und Ero-Proteinen konserviert vorliegen (Abb. 52) und 
wahrscheinlich unterschiedliche Rollen spielen. Katalytisch wirksame Cysteine könnten PDI 
und andere upstream oder downstream Komponenten in der Elektronentransportkette binden. 
Strukturelle Cysteine könnten für die charakteristische Faltung von Ero-Proteinen 
verantwortlich sein (Benham et al., 2000). Eine weitere potenzielle Funktion könnte in der 
Homo- und Heterodimerisierung liegen, die sowohl aufgrund von Komplementationsanalysen 
in S. cerevisiae (Pagani et al., 2001) als auch durch Analyse des Laufverhaltens von SpEro1a p 
und SpEro1b p in nicht reduzierenden SDS-Gelen postuliert wird. 
Um erste mechanistische Informationen bezüglich der Ero1-Funktion zu erlangen, wurden im 
Rahmen dieser Arbeit Transformanden mit diversen Cystein zu Serin Mutationen kreiert und 
hinsichtlich ihrer Fähigkeit die temperatursensitive ero1-1 Mutante aus S. cerevisiae zu 
komplementieren analysiert. Darüber hinaus wurde die oxidierende Kapazität den enstandenen 
Mutanten bestimmt. Die erzielten Ergebnisse sind in Tab. 8 zusammengefasst. Die vorliegende 
Analyse konzentrierte sich auf die Cysteine der aktiven Zentren. Das Mutantenallel, das der 
Position C208 in S. cerevisiae entspricht, wurde zum Vergleich mitgeführt, da es weder in 
einem katalytisch aktiven Bereich lokalisiert noch in intramolekulare Disulfide involviert ist. 
Erwartungsgemäß zeigen die Mutanten der C208 entsprechenden Cysteine keinen bzw. 
lediglich einen minoren Effekt. Des Weiteren bestätigen die Ergebnisse die zentrale Bedeutung 
des Cystein-Motivs 100/105 sowie von zwei Cysteinen der C-terminalen CxxCxxC-Clusters. 
Im Gegensatz zu der Situation in SpEro1a p und S. cerevisiae, erweisen sich die beiden 
Cysteine des N-terminalen aktiven Zentrums von SpEro1b p, zumindest im Hintergrund von 
ero1-1, als nicht essenziell. Interessanterweise sind für SpEro1a p die beiden N-terminalen 
Cysteinreste des CxxCxxC-Motivs essenziell, während im Falle von SpEro1b p, wie auch für 
Ero1p aus S. cerevisiae (Frand and Kaiser, 2000) und das humane Ero1-Lα (Cabibbo et al., 
2000; Bertoli et al., 2004), die beiden C-terminale Cysteine dieses Custers für die 
Komplementation des konditionalen Wachstumsdefekts von ero1-1 Zellen erforderlich sind. 
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Da das Motiv CxxCxxC auch Teil eines Eisen-Schwefel-Clusters von Eisen bindenden 
Proteinen darstellen kann (Beinert et al., 1997), wurde vorgeschlagen, dass die Bindung von 
Eisen durch diese drei Cysteinreste wichtig für die Funktion von Ero-Proteinen als mögliche 
Redoxsensoren sein könnte (Pollard et al., 1998). Die Beobachtung, dass für die oxidative 
Funktion sowohl in den beiden Ero-Proteinen von S. pombe als auch von Ero1p sowie 
humanem Ero1-Lα lediglich zwei Cysteine dieses Motivs benötigt werden, spricht allerdings 
gegen diese Möglichkeit, wenngleich sie auch nicht gänzlich ausgeschlossen werden kann 
(Frand and Kaiser, 2000; Cabibbo et al., 2000). 
Die Tatsache, dass in SpEro1a p auch C68 essenziell ist, weist darauf hin, dass auch dieses 
Cystein in eine Disulfidbrücke involviert ist. Anders als bei S. cerevisiae kommt das dritte 
Cystein des CxxCxxC-Motivs (C361) nicht als Partner in Betracht, da eine entsprechende 
Mutante einen abweichenden Phänotyp aufweist.  
Der Befund, dass es sich bei C68 von SpEro1a p um ein essenzielles Cystein handelt, wird 
dadurch untermauert, dass das entsprechende Cystein in SpEro1b p (C92) ebenfalls 
unentbehrlich ist - die Substitution von Cystein zu Serin an dieser Position führt sogar zu einem 
dominant negativen Effekt. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass C92 mit anderen Proteinen, 
vermutlich mit Ero1-1p, interagiert.  
Möglicherweise beruht die Komplementation der ero1-1-Mutante auf der gemischten Aktivität 
eines Komplexes aus Ero1-1p und den jeweiligen Mutantenproteinen von SpEro1b p. Die AS 
H231 und R267 von Ero1p scheinen an der Bindung des Kofaktors FAD beteiligt zu sein. Da in 
der temperatursensitiven ero1-1-Mutante Glycin 229 zu Serin mutiert ist, könnte dessen 
eingeschränkte Funktion möglicherweise mit einer ineffizienteren FAD Bindung erklärt werden. 
Es wäre denkbar, dass diese schwache FAD Bindung durch die Interaktion von Ero1-1p mit 
C92S SpEro1b p-2cMyc aufgehoben und somit die Lebensfähigkeit der Zellen dramatisch 
reduziert wird. 
Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich auf die Analyse der Cysteine in den aktiven Zentren. 
Darüber hinaus weisen Ero-Proteine noch eine Reihe weiterer Cysteine auf, die allerdings nicht 
konserviert vorliegen. Bertoli et al. (2004) haben die Bedeutung der einzelnen Cysteinreste von 
Ero1-Lα analysiert und konnten zeigen, dass zwei essenzielle Cystein-Triaden (C85, C94, C99 
und C391, C394, C397), die in den beiden konservierten Cystein-Motiven lokalisiert sind, eine 
Rolle für die Funktion des Proteins spielen. 
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Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass einige Cysteine von SpEro1a p bzw. SpEro1b p 
Disulfid-verbrückt vorliegen. Kristallstrukturanalysen könnten nähere Einblicke in die 
molekulare Organisation von SpEro1a p und SpEro1b p gewähren und damit weitere 
Anhaltspunkte für den mechanistischen Ablauf der Disulfidbrückenbildung in S. pombe liefern. 
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse implizieren, dass C68, C78, C83, C355 sowie C358 
von SpEro1a p sowohl für die oxidative Aktivität als auch für die Komplementation des ero1-1-
Stammes von S. cerevisiae von Bedeutung sind. Interessanterweise sind im Falle von SpEro1b p 
nicht alle Cysteine, die für Komplementation des konditionalen Wachstumsdefekts von ero1-1 
Zellen benötigt werden, auch für die oxidative Aktivität des Proteins essenziell. 
Das Wachstum der ero1-1 Transformanden mit einem Mutantenallel von SpEro1a p bzw. 
SpEro1b p resultiert daraus, dass diese Zellen die lebensnotwendigen PDIs reoxidieren können. 
Da nicht bekannt ist, wie viele Disulfidbrücken-enthaltende Proteine essenziell sind, mag schon 
eine geringe Aktivität der Mutantenproteine ausreichend sein, um diese Funktion auszuüben. 
Daher könnten bereits sehr geringe Mengen an produktiven Proteinen das Überleben der 
Transformanden gewährleisten. 
Der Befund, dass Konstrukte, die die ero1-1-Mutante komplementieren können, nicht in jedem 
Fall zu einer erhöhten DTT-Resistenz führen, mag darauf zurückzuführen sein, dass für die 
Ausprägung des DTT resistenten Phänotyps weit größere Mengen an funktionsfähigem Protein 
benötigt werden. Kommt es aufgrund der Mutation zu einer Destabilisierung des 
Mutantenproteins und damit zu einer geringeren Konzentration in ER, beobachtet man keine 
DTT-Resistenz, obgleich die Komplementation der ero1-1-Mutante gewährleistet war. 
 
5.2.3 Hypothesen zur Rolle der PDI- und Ero1-homologen Proteine in S. pombe 
In der vorliegenden Arbeit wurden die PDI- und Ero1-homologen Proteine, die die Schlüssel-
komponenten der Bildung von Disulfidbrücken in Eukaryonten darstellen, in S. pombe näher 
untersucht. SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p sowie SpEro1a p und SpEro1b p wurden 
hinsichtlich ihrer intrazellulären Lokalisierung, ihrer Membranassoziation sowie ihres 
Glycosylierungs- und Oxidationsstatus analysiert (Tab. 10). 
 
Tab. 10 Eigenschaften von SpPdi1p, SpPdi2p und SpPdi3p sowie SpEro1a p und SpEro1b p 
Die Tabelle gibt einen Überblick über die analysierten Charakteristika der entsprechenden Proteine.  
Legende: ×: moderat induziert, Ï: stark induziert, Ö: nicht induziert, nd: nicht bestimmt, ?: unbekannt, *: Daten 
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 SpPdi1p SpPdi2p SpPdi3p SpEro1a p SpEro1b p 
Lokalisierung ER ER ER ER ER 
Glycosylierung ja nein ja ja ja 
Membranassoziation moderat stark stark stark stark 








Cadmiumstress (*) Ö Ö × × Ö 
mRNA-Induktion bei 
Hitzestress (*) Ö Ö Ï Ï Ö 
Protein-Induktion bei 
DTT-Stress nd nd nd × Ö 
Protein-Induktion bei 




nd nd nd nein ja 
Komplementation der 
ero1-1 Mutante    teilweise ja 
 
Strukturelle Charakteristika implizieren, dass SpPdi1p sowohl in die Oxidation als auch in die 
Isomerisierung von Disulfidbrücken involviert ist, während SpPdi2p eine effiziente Oxidase 
darstellen könnte und SpPdi3p keine Isomerase- und möglicherweise eine eingeschränkte 
Oxidaseaktivität besitzt. Die Expression von Sp-pdi1+ und Sp-pdi2+ kann unter den von Chen et 
al. (2003) untersuchten Bedingungen als konstitutiv angesehen werden, während die Expression 
von Sp-pdi3+ in Gegenwart des Schwermetalls Cadmium sowie bei Hitzestress deutlich 
ansteigt. Dies legt nahe, dass SpPdi3p möglicherweise eine Chaperon-ähnliche Funktion 
aufweist und bei die Reaktion der Zellen auf Hitzestress oder aber im Rahmen der UPR eine 
Rolle spielt. Die Expressionsmuster von Sp-ero1a+ ähneln unter den getesteten 
Stressbedingungen denen der UPR-induzierbaren Proteine BiP und Calnexin, während die 
Expression von Sp-ero1b+ eher als konstitutiv bezeichnet werden kann.  
Die Expressionsmuster der PDI- und Ero1-homologen Gene implizieren, dass unter normalen 
Wachstumsbedingungen Sp-pdi1+ und Sp-pdi2+ und Sp-ero1b+ für die Bildung von Disulfid-
brücken in S. pombe verantwortlich sind. Der Befund, dass SpEro1b p in vivo ausschließlich in 
höhermolekularen Komplexen organisiert vorliegt, die möglicherweise Homodimere und/oder 
gemischte Disulfide mit PDI und anderen unidentifizierten Proteinen repräsentieren, stützt diese 
Hypothese. In Stresssituationen, wie beispielsweise Hitzestress, werden zusätzlich Sp-pdi3+ und 
Sp-ero1a+ induziert. Somit wäre denkbar, dass die Funktion von SpEro1a p primär darin 
besteht, SpPdi3p zu reoxidieren. In diesem Fall wäre erklärbar, warum die Überexpression von 
SpEro1a p ohne die gleichzeitige Überexpression von SpPdi3p lediglich marginal die DTT-
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Resistenz erhöht. Darüber hinaus wäre die Substratspezifität von SpEro1a p auch eine mögliche 
Ursache dafür, dass dieses Protein die temperatursensitive S. cerevisiae ero1-1-Mutante 
lediglich eingeschränkt funktionell komplementiert.  
Nimmt man jedoch an, dass SpPdi3p hauptsächlich als Chaperon, das keiner Reoxidation durch 
SpEro1a p bedarf, agiert, so könnte die Induktion von SpEro1a p vielleicht auch für die 
Erhöhung der oxidativen Kapazität von SpPdi1p und SpPdi2p verantwortlich sein, während 
SpPdi3p die Aggregation der denaturierten Proteine verhindert.  
Eine weitere Erklärung weshalb die Überexpression von SpEro1a p keine erhöhte DTT-Resis-
tenz vermittelt, liegt in der Überlastung des ER-Retentionsmechanismus. Es wäre denkbar, dass 
durch die massive Überproduktion von SpEro1a p entweder ein Großteil dieses Proteins sezer-
niert wird und somit lediglich marginale Effekte auf die Sensitivität gegenüber DTT beobachtet 
werden können. Gleichzeitig könnten andere ER-Proteine, wie beispielsweise PDIs sezerniert 
werden, wodurch ebenfalls keine Erhöhung der DTT-Resistenz erreicht werden würde. 
 
 
























Abb. 48  Modell der Redoxhomöostase im ER in S. pombe 
Unter normalen Wachstumsbedingungen sind Sp-pdi1+ und Sp-pdi2+ sowie Sp-ero1b+ für die Bildung von 
Disulfidbrücken in S. pombe verantwortlich. In Stresssituationen, wenn beispielsweise eine hohe Konzentration an 
reduzierten Substratproteinen im ER vorliegen, werden zusätzlich Sp-pdi3+ und Sp-ero1a+ im Rahmen der UPR 
induziert. Der Oxidationsstatus der jeweiligen Proteine ist durch „ox“ (oxidiert) bzw. „red“ (reduziert) gekenn-
zeichnet. Sowohl in Säugerzellen als auch in S. cerevisiae transferieren oxidierte Ero-Proteine Disulfidbrücken auf 
PDIs, die dann die Oxidation von Substratproteinen katalysieren. Ero1p bindet FAD (Tu et al., 2000) und nutzt 
unter aeroben Bedingungen Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor (Tu and Weissman, 2002). In S. pombe 
ist der Elektronentransfer auf FAD und letztendlich auf Sauerstoff (im gestrichelten Rechteck) experimentell noch 
nicht bestätigt. (Abb. modifiziert nach Fassio and Sitia, 2002) 
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Obwohl PDIs bereits seit mehr als 40 Jahren untersucht werden, gibt es noch immer eine Viel-
zahl an Informationen über diese Proteine, die unbekannt sind. Somit bleibt die Analyse von 
Mitgliedern dieser Proteinfamilie sowie die Aufklärung des Zusammenspiels verschiedener 
Komponenten, die einen Beitrag zur oxidativen Proteinfaltung leisten, auch in Zukunft eine 
spannende Aufgabe. 
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